Marcatori genetici per l'analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali coffea arabica L.E coffea canephora. by Tornincasa, Patrizia
Indice 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
RIASSUNTO.............................................................................................................................................. 3 
1 INTRODUZIONE.................................................................................................................... 5 
1.1 CARATTERISTICHE BOTANICHE ED AGRONOMICHE DI Coffea arabica E Coffea canephora ........6 
1.2 PRINCIPALI VARIETÀ DI C. arabica E C. canephora ....................................................................9 
1.3 CARATTERISTICHE DEL GENOMA DI Coffea...............................................................................12 
1.4 GENETICA DI Coffea arabica E Coffea canephora ....................................................................14 
1.5 MARCATORI MOLECOLARI ........................................................................................................15 
1.6 I MICROSATELLITI .....................................................................................................................16 
1.6.1 Caratteristiche generali ..................................................................................................... 16 
1.6.2 Origine e funzione.............................................................................................................. 17 
1.6.3 Utilizzo dei microsatelliti come marcatori genetici ........................................................... 19 
1.7 LA TRACCIABILITÀ ALIMENTARE ..............................................................................................22 
1.7.1 Generalità .......................................................................................................................... 22 
1.7.2 Normativa vigente.............................................................................................................. 24 
1.8 METODI MOLECOLARI PER LA RILEVAZIONE DELLE FRODI ALIMENTARI ...................................26 
1.8.1 Determinazione di specie di mammiferi, uccelli e pesci .................................................... 27 
1.8.2 Distinzione tra diverse varietà di riso Basmati e riso a chicco lungo ............................... 27 
1.8.3 La provenienza dell’olio di oliva ....................................................................................... 28 
1.8.4 Applicazioni di PCR quantitativa....................................................................................... 29 
1.8.5 Grano duro sostituito con grano tenero............................................................................. 29 
1.8.6 Determinazioni di specie animali nei cibi a base di carne ................................................ 29 
1.8.7 Determinazione dei frutti negli alimenti ............................................................................ 30 
1.8.8 Il caffè ................................................................................................................................ 30 
1.9 SCOPO DELLA TESI ....................................................................................................................32 
2 MATERIALI E METODI..................................................................................................... 34 
2.1 CAMPIONI DI DNA....................................................................................................................34 
2.2 ESTRAZIONE DI DNA................................................................................................................37 
2.3 DISTINZIONE TRA Coffea arabica E Coffea canephora .............................................................38 
2.3.1 Metodo basato su una sequenza nucleare.......................................................................... 38 
2.3.2 Metodo basato su una sequenza plastidica ........................................................................ 39 
2.4 CARATTERIZZAZIONE VARIETALE DI C. arabica MEDIANTE I MICROSATELLITI ........................42 
2.4.1 Costruzione e arricchimento della libreria genomica ....................................................... 42 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   1 
Indice 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
2.5 AMPLIFICAZIONE E ANALISI DEI MICROSATELLITI .....................................................................43 
2.6 ANALISI DEI DATI......................................................................................................................45 
2.7 RELAZIONI GENETICHE .............................................................................................................46 
3 RISULTATI E DISCUSSIONE ............................................................................................ 49 
3.1 DISTINZIONE TRA Coffea arabica E Coffea canephora .............................................................49 
3.1.1 Metodo basato su una sequenza nucleare .......................................................................... 49 
3.1.2 Metodo basato su una sequenza plastidiale ....................................................................... 51 
3.2 ANALISI DI VARIETÀ DI Coffea arabica.....................................................................................59 
3.2.1 Sviluppo dei microsatelliti.................................................................................................. 59 
3.2.2 Analisi degli indici di variabilità genetica ......................................................................... 62 
3.2.3 Analisi dei cluster............................................................................................................... 70 
3.2.4 Banca dati di riferimento ................................................................................................... 78 
3.2.5 Riservatezza........................................................................................................................ 83 
3.2.6 Sequenze dei cloni contenenti i loci microsatelliti ............................................................. 83 
4 CONCLUSIONI ..................................................................................................................... 91 
5 BIBLIOGRAFIA.................................................................................................................... 93 
 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   2 
Riassunto 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
Riassunto 
Il caffè è uno dei più importanti prodotti del mercato internazionale, su cui si basano gli scambi 
commerciali di molti paesi. Esso si colloca tra i 5 prodotti agricoli economicamente più 
importanti del mondo ed è una risorsa economica essenziale per alcuni paesi in via di sviluppo. 
Nonostante il genere Coffea comprenda oltre 100 specie, solo due sono importanti dal punto di 
vista commerciale, vale a dire Coffea arabica (caffè Arabica) e Coffea canephora (caffè 
Robusta). Coffea arabica dà una bevanda di qualità nettamente superiore e contribuisce al 70% 
della produzione mondiale. 
La prima parte del mio progetto di ricerca è stata rivolta alla determinazione di metodi 
molecolari per la distinzione di queste due specie. In particolare, sono stati sviluppati due 
metodi: il primo è basato su un’EST (Expressed Sequence Tag) e prevede l’amplificazione di un 
locus di un gene che in C. arabica dà due bande (di 230 e 260 bp), mentre in C. canephora 
presenta una singola banda (260 bp). In questo caso, la differenza di dimensioni dei frammenti è 
dovuta ad un’inserzione di 30 bp. Il secondo metodo è invece basato su un locus presente nel 
genoma plastidiale, in cui è contenuta una sequenza ripetuta lunga 32 bp (minisatellite). Il 
monomero di questo minisatellite è ripetuto 2, 3 o 4 volte in diverse varietà di Coffea arabica 
dando amplificati rispettivamente di 137, 169 e 201 bp, mentre è presente sempre in singola 
copia in Coffea canephora, dando un amplificato di 105 bp. 
La seconda parte di questa tesi ha invece lo scopo di analizzare diverse varietà di C. arabica 
utilizzando i microsatelliti come marcatori molecolari, isolati da una libreria di DNA genomico 
di C. arabica var Bourbon Tekisic. Al fine di trovare microsatelliti con polimorfismo di 
lunghezza, sono state analizzate: a) una famiglia derivante dall’incrocio di Sarchimor T5296t5 x 
Etiopica-6, con una discendenza di 17 individiu F1, uno dei quali, per autoincrocio, ha dato 
luogo a 41 piante di generazione F2; b) otto varietà commerciali di C. arabica scelte in modo da 
rappresentare tutte le diverse provenienze e pedigrees (Iapar 59, Catuai 199, Bourbon Tekisic, 
Sln.3, Yirga, Agaro 1, Agaro 2 e Agaro3). 
Nel mio lavoro ho considerato 41 coppie di primers che hanno dato luogo, in modo non 
equivocabile, a polimorfismi di lunghezza. Di questi microsatelliti, ne sono stati scelti dodici 
che hanno mostrato un più elevato grado di polimorfismo e sono stati impiegati per 
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caratterizzare i campioni commerciali di Coffea arabica presenti nella nostra banca dati (29 
varietà pure, 14 ibridi interspecifici e 96 piante etiopi), provenienti da America, Africa ed India, 
i paesi maggiori produttori di caffè. I 12 microsatelliti hanno permesso di individuare 111 alleli 
in totale, con un numero medio di of 9.3 alleli per locus e 61 alleli sono risultati privati, ossia 
esclusivi per una data provenienza. Nove microsatelliti hanno un valore PIC maggiore di 0.60, 
dato che indica la loro elevata informatività. L’albero fenetico disegnato raggruppa le piante in 
clusters che corrispondono per lo più alle loro origini geografiche e genealogiche. Questi 
microsatelliti sono in grado di differenziare quasi tutte le varietà commerciali analizzate ed i 
risultati provano, per la prima volta, l’esistenza di un’elevata variabilità genetica all’interno di 
campioni commerciali di C. arabica e la confermano soprattutto all’interno delle piante con 
provenienza etiope. 
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1  Introduzione 
 
La classificazione botanica della pianta del caffè risale al XVIII secolo e fin da allora non è 
stato possibile distinguere le due principali specie commercialmente importanti del genere 
Coffea, che sono C. arabica e C. canephora. Coffea arabica si è originata e cresce tuttora 
spontaneamente sull’altopiano etiopico, nelle province di Sidamo e Harar, dove si pensa che sia 
stata scoperta nell’VIII secolo, mentre Coffea canephora è nativa dei bassopiani delle foreste 
nella Liberia orientale, del sud Kenya ed il bacino del Congo. 
Il caffè, dopo il petrolio, oscilla tra il secondo e il quarto posto dei prodotti più venduti al 
mondo, e tra gli alimenti si contende il primato solo con il grano (De Toni e Tracogna, 2005). Il 
nome del caffè ha probabilmente una triplice derivazione: da Kaffa, regione originaria di 
diffusione, ma anche da kaweh che significa “eccitante”, o ancora da qahwa indicante “bevanda 
vegetale”). Originario dell’altopiano etiopico, dove ancor oggi cresce spontaneo, è stato portato 
dopo poco tempo nello Yemen, la mitica Arabia Felix, e coltivato appunto nella zona di Kaffa. 
Al tempo dell’invasione etiopica il caffè probabilmente giunse in Arabia fortuitamente e lì 
rimase monopolio fino al XV secolo. Furono proprio gli arabi ad assumere per primi il caffè 
come bevanda scura ottenuta previa tostatura del caffè verde, in sostituzione degli alcolici 
vietati dal Corano. Prima di loro il caffè veniva consumato come alimento: i frutti verdi 
venivano seccati, abbrustoliti e ridotti in polvere per poi essere impastati con grasso animale e 
sale, cucinati e consumati come pane. Oppure, le foglie della pianta erano preparate come 
decotto, o ancora, dalla corteccia esterna e dalla polpa ben secca delle ciliegie si ricavava una 
calda bevanda dal sapore della birra. 
Dall’Arabia, la coltura della pianta del caffè fu introdotta furtivamente in India tramite alcuni 
semi portati da un mussulmano in pellegrinaggio alla Mecca. Da lì, il caffè prese la via 
dell’Arabia sud orientale e dell’isola di Ceylon (attuale Sri Lanka). Nel 1706 gli olandesi, venuti 
a conoscenza delle proprietà di tale frutto, trasportarono sette semi di caffè da Ceylon a Java. Le 
piante originatesi da tali semi ebbero quindi un duplice destino: una pianta fu spedita al giardino 
botanico di Amsterdam, mentre alcune altre furono inviate nella Guiana olandese (attuale 
Suriname). Da Amsterdam il caffè raggiunse la Francia come singola pianta data in dono al re 
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Luigi XIV, il quale costruì a Parigi la prima serra al mondo. La progenie di questa pianta fu 
portata a Martinica (Antille) e nell’isola di Bourbon (odierna La Rèunion) e da qui venne 
introdotta in Brasile nel 1860, originando la varietà Bourbon Red. Le piante inviate alla Guiana 
olandese, invece, si propagarono in tutta l’America del Sud, dando la paternità alla varietà 
Typica. 
1.1 Caratteristiche botaniche ed agronomiche di Coffea arabica e 
Coffea canephora 
La classificazione della pianta del caffè è la seguente: Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; 
Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core 
eudicotyledons; asterids; lamiids; Gentianales; Rubiaceae; Ixoroideae; Coffeeae. La prima 
descrizione botanica della pianta del caffè risale al 1592, anno in cui Prospero Alpino, botanico 
di Marostica, riportò nel suo De Plantis Aegypti liber: «…ho veduto un albero da cui son 
prodotti semi che qui si chiamano Bon o anche Ban… Questi semi sono stati presi in Arabia 
Felix. L’albero che ho esaminato è simile all’evonimo, ma ha foglie più spesse, più dure e di 
color verde più intenso e sempreverdi…». In realtà, fu Linneo nel 1753 a descrivere il genere 
Coffea e a classificare la specie arabica. Al genere Coffea appartengono un centinaio di specie, 
ma soltanto alcune sono sfruttate a livello commerciale: C. arabica e C. canephora 
costituiscono rispettivamente il 75% e il 25% circa del prodotto esportato. Le altre specie (C. 
liberica, C. dewevrei, C. excelsa, ecc.) sono coltivate in scala ridotta e perlopiù destinate 
all’autoconsumo nelle zone di produzione. 
C. arabica è un albero sempreverde che può raggiungere i 3-7 metri di altezza. Ha foglie 
opposte di color verde intenso, di forma lanceolata e con margini ondulati. I fiori crescono sui 
rami secondari all’attaccatura delle foglie, sono bianchi e simili per fragranza a quelli del 
gelsomino. Sono generalmente costituiti da 5 petali, 5 stami e 1 stilo bifido, anche se a volte si 
possono trovare fiori a 6 petali. Sono autogami e di breve durata, dopo autoimpollinazione 
sfioriscono per dare origine al frutto (Capodici, 1994). Il frutto è una drupa di colore verde, 
quando acerba, e rosso quando ha raggiunto la maturazione, anche se in taluni casi i frutti 
maturi sono di color giallo (es. Bourbon Yellow) e variano tra 10 e 20 per ciascun nodo. Il frutto 
giunge a maturazione in 8-9 mesi e, a causa della temperatura tropicale costante, la pianta 
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fruttifica a ciclo continuo, così che sulla stessa pianta si possono trovare frutti a diversi stadi di 
sviluppo, ma anche fiori. L’endocarpo del frutto è normalmente costituito da due semi solcati; 
quando il seme è unico si parla di caffè ‘caracolito’ o ‘perla’. I semi sono ricoperti da una 
pellicola argentea aderente (perisperma), mentre più esternamente da una coriacea chiamata 
‘pergamino’. Il mesocarpo è costituito da una sottile polpa zuccherina ricoperta dal rivestimento 
dell’esocarpo. Il seme è costituito dall’embrione, molto piccolo, e da un endosperma corneo 
contenente le sostanze nutritizie utili all’embrione per una eventuale germinazione. 
Coffea canephora può assumere la forma di arbusto o albero, che può raggiungere anche 
un’altezza di 10 metri, con un sistema radicale poco profondo. Le foglie sono larghe e di colore 
verde pallido, mentre i fiori sono bianchi, profumati e organizzati in gruppi più numerosi per 
nodo rispetto ad arabica. I frutti sono rotondi e la maturazione completa richiede 11 mesi, 
contengono semi di forma ovale, più piccoli e sono pronti per il raccolto circa due mesi più tardi 
rispetto a quelli di C. arabica. 
C. arabica vive nelle zone comprese tra i tropici, ad un altitudine di 600-2000 metri e ad una 
temperatura compresa tra i 15 e i 24° C. Cresce bene in terreni ricchi di minerali, leggermente 
acidi (pH 5.5-6.0) e, per permettere la fioritura, necessita di una certa alternanza fra periodi 
secchi ed umidi. I paesi produttori sono: Columbia, Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia, 
Paraguay, Guyana, Suriname, Guaina Francese, Mexico, Guatemala, El Salvador, Honduras, 
Nicaragua, Costa Rica, Panama, Cuba, Haiti, Repubblica Dominicana, Puerto Rico, Jamaica, 
Hawaii, Yemen, Ethiopia, Kenya, Tanzania, Mozambico, Zimbawe, Zambia e Papua New 
Guinea. 
C. canephora, diversamente, vegeta ad altitudini inferiori comprese tra 0 e 800 m slm e a 
temperature nettamente superiori, comprese tra i 24 e i 30 °C, dove le piogge sono più 
abbondanti. Questa specie viene coltivata in: Nigeria, Cameroon, Gabon, Repubblica 
Democratica del Congo, Uganda, Angola, Madagascar, Sri Lanka, Sumatra, Java, Bali, Timor, 
Borneo, Vietnam, and Celebes. 
Paesi come Brasile ed India coltivano entrambe le specie (Figura 1.1). 
Le differenze principali tra le due specie sono evidenziate in Tabella 1.1. 
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Figura 1.1 Mappa della produzione mondiale del caffè: r C. canephora, a C. arabica, e m per entrambe le specie. 
 
 
Tabella 1.1 Principali caratteristiche di C. arabica e C. canephora 
Carattere C. arabica C. canephora 
Data di descrizione delle specie 1753  1895 
Cromosomi (2n)  44 22 
Tempo tra fiore e ciliegia matura 9 mesi 10-11 mesi 
Fioritura dopo la pioggia irregolare  
Ciliegie mature  cadono restano sulla pianta 
Produzione (kg semi/ha) 1500-3000 2300-4000  
Sistema radicale profondo in superficie 
Temperatura ottimale (media annuale) 15-24 °c 24-30 °c 
Piovosità ottimale 1500-2000 mm 2000-3000 mm 
Altezza ottimale 1000-2000 m 0-700 m 
Hemileia vastatrix suscettibile resistente 
Koleroga suscettibile tollerante 
Nematodi suscettibile resistente 
Tracheomycosis  resistente suscettibile 
Coffee berry disease suscettibile resistente 
Contenuto di caffeina nei semi 0.8-1.4% 1.7-4.0% 
Forma dei semi piatta ovale 
Tipiche caratteristiche della bevanda acidità amarezza, corposità 
Corpo media 1.2% media 2.0% 
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1.2 Principali varietà di C. arabica e C. canephora 
Le prime varietà (cultivar, cultivated variety) ad alto fusto (Bertrand et al., 1999) derivate da 
Coffea arabica provenienti dallo Yemen sono Typica (che è stato il primo caffè introdotto in 
America Latina e Asia) e Bourbon (arrivata in America Latina in un tempo successivo 
attraverso l’isola di Réunion, un tempo detta Bourbon); quest’ultima deriva da Typica per 
mutazione spontanea ed è caratterizzata da una maggiore produttività. Typica presenta uno 
sviluppo conico, con un tronco principale verticale e rami secondari che formano con esso un 
angolo di 50-60°, cresce su lievi pendii e raggiunge i 3.5-4 m di altezza. La sua produttività è 
molto bassa, ma la qualità della bevanda è eccellente. Bourbon ha una produzione superiore del 
20-30% rispetto a Typica, ma inferiore se confrontata con altre varietà; ha una forma meno 
conica ed un maggior numero di rami secondari, che formano angoli minori con il tronco 
principale; gli internodi sono minori e le foglie sono ondulate ai margini.  
Tutte le altre varietà di C. arabica derivano da queste due attraverso diversi fenomeni: 
mutazioni spontanee, incroci spontanei o incroci pilotati dagli agronomi, con l’intento di creare 
nuovi ibridi aventi caratteristiche generali vantaggiose dal punto di vista morfologico, di 
resistenza ai patogeni e commerciale.  
Due esempi di varietà originatesi per mutazione spontanea in Bourbon sono Laurina e Caturra. 
Quest’ultima è una forma nana e la bassa statura è una proprietà molto vantaggiosa dal punto di 
vista pratico in quanto rende possibile l’automatizzazione della raccolta dei frutti, rendendola 
più rapida e agevole, permette una riduzione dei trattamenti chimici e non rende necessarie 
potature frequenti. Laurina è un mutante recessivo, con forma conica a cespuglio e possiede 
abbondanti foglie, più piccole e di un verde più chiaro. I frutti sono punteggiati alla base e 
maturano precocemente ed inoltre ha un basso contenuto di caffeina (0.6%), la metà rispetto a 
Typica e Bourbon. Altre varietà derivate originatesi in modo simile sono Bourbon Tekisic, 
caratterizzato da elevata produttività, resistenza al vento e alla siccità ed una variante 
somaclonale, Laurina 2, che presenta tutte le caratteristiche di Laurina, sia a livello morfologico 
che di bevanda, ma che si differenzia da essa in quanto ha una produttività doppia ed è meno 
delicato. Caturra ha una produzione elevata e una buona qualità, anche se richiede molte cure e 
concimazione, si adatta bene ad ogni ambiente, meglio dove le precipitazioni annue 
raggiungono i 2.500-3.500 mm, ha foglie grandi e con i margini ondulati. Altre varietà 
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originatesi per mutazione spontanea di Typica sono Maragogype, con foglie internodi e frutti 
giganti ma bassa produttività e Blue mountain, tra le più pregiate, resistente a una malattia 
fungina della ciliegia detta CBD (Coffee Berry Desease) e capace di prosperare ad altitudini 
elevate. Essa è stata selezionata in Jamaica, dove è tuttora coltivata e attualmente introdotta 
anche in Kenya. Da Typica derivano anche Sumatra, coltivata in Indonesia, simile per aspetto a 
Maragogype, e Mokka, di bassa statura, originatasi per mutazione pleiotropa di un singolo gene. 
Kent e Kona, invece, sono delle varietà di Typica coltivate rispettivamente in India e Hawaii. 
Tra gli incroci spontanei più importanti vi è Mundo Novo, la cultivar più diffusa in Brasile, 
derivante da Typica e Bourbon, caratterizzata da buona produttività e qualità della bevanda, ma 
senza resistenze all’attacco da parte di parassiti.  
Una tra le varietà ottenute artificialmente, con lo scopo di migliorare le caratteristiche 
morfologiche e diffusasi rapidamente per la buona qualità è Catuaì, ottenuta incrociando Mundo 
Novo e Caturra, che risulta essere una pianta a basso fusto, con maturazione tardiva ed 
un’elevatissima produttività. Catuaì è adatta per essere coltivata nelle regioni ventose, in quanto 
la ciliegia non si stacca facilmente dal ramo, contrariamente a ciò che si verifica nel caso di 
Bourbon. 
In alcune zone dell’Etiopia sono state trovate delle piante selvatiche di caffè denominate 
Etiopica, con una certa resistenza ai nematodi; esse crescono tuttora spontaneamente in Africa e 
vengono anch’esse inserite nei programmi di incrocio al fine di ottenere ibridi resistenti a questa 
categoria di parassiti (Anzueto et al., 2001). 
Spesso, il caffè da degustazione, viene per lo più etichettato utilizzando la sua origine, piuttosto 
che la cultivar, come accade per esempio nel caso di Colombian, Guatemala, Kenyan AA, 
Ethiopian Yirgacheffe, Guatemalan Antigua, Kona, Sumatra e altri, che possono anche essere 
miscele di varietà coltivate in una determinata area.  
Come per C. arabica, anche per C. canephora esistono due varietà: Robusta, con forma eretta e 
Nganda (nota anche come Kouillou), che è invece estesa. La classificazione delle cultivar di C. 
canephora è comunque controversa, dal momento che più del 90% delle varietà sono forme 
erette derivate da Robusta e infatti, i caffè prodotti da questa specie sono generalmente noti 
come Robusta. Queste varietà differiscono a seconda della zona di produzione e vengono 
indicate con codici alfanumerici (per esempio B11, IF200, J21). Le varietà tradizionali 
includono Conilon, Robusta Ebobo e Gamè (Reiger, 2005), mentre quella considerata più 
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preziosa è la il Kopi Luwak prodotta nelle isole Sumatra, Java e Sulawesi nell’arcipelago 
indonesiano, (noto come Kape Alamid nelle Filippine e weasel coffee nel Vietnam). Questo 
caffè è prodotto da chicchi digeriti dal Paradoxurus hermaphroditus, un mammifero 
indonesiano chiamato Luwak. Considerato una vera prelibatezza, il Kopi Luwak è un caffè che 
costa circa 500 euro al chilogrammo, ed è prodotto utilizzando le bacche rosse che attraversano 
l’apparato digerente del Luwak, nel cui stomaco, i succhi gastrici trasformano i chicchi 
conferendo loro peculiari caratteristiche aromatiche. Una volta recuperati però, i chicchi digeriti 
vengono tostati normalmente. 
L’incrocio spontaneo di maggiore importanza tra C. arabica e C. canephora è l’Ibrido di Timor 
(HDT), originatosi sull’isola omonima, che presenta una buona resistenza soprattutto alle 
malattie causate dal fungo Hemileia vastatrix e dal nematode Meloidogyne esigua. 
L’introduzione di caratteri genetici in grado di conferire resistenza ai più comuni parassiti che 
colpiscono le piantagioni di caffè, costituisce un obiettivo molto importante, poiché, tranne 
l’ibrido di Timor, tutte le cultivar di C. arabica sono sensibili ai più svariati patogeni. Proprio a 
questo scopo, l’ibrido di Timor è stato inserito in svariati programmi di miglioramento genetico, 
al fine di trasferire i geni che conferiscono questo tipo di resistenza a varietà che ne sono prive.  
In particolare, esso è stato incrociato con diverse linee di Caturra, dando origine a Catimor, 
creata in Portogallo nel 1959, che è resistente sia all’Hemileia vastatrix sia al Colletothricum 
coffeanum. L’incrocio dell’ibrido di Timor con C. arabica var Villa Sarchi (caratterizzata da 
bassa statura) ha originato la varietà Sarchimor, a basso fusto, il cui autoincrocio ha prodotto 
diverse linee, tra cui: Tupi, Obata e Iapar 59. 
Nel 1985 è stato introdotto Ruiru 11, un nuovo ibrido di bassa statura sviluppato dalla Coffee 
Research Station a Ruiru in Kenya. Esso è di bassa statura e resistente al CBD e all’Hemileia 
vastatrix (ruggine del caffè), presenta un’elevata produttività e può essere piantato ad una 
densità doppia rispetto alle altre piante. 
Gli ibridi Icatu risultano da backcross ripetuti di ibridi interspecifici arabica x robusta con C. 
arabica var Mundo Novo e Caturra. Infine, gli Arabusta sono ibridi F1 interspecifici fertili che 
derivano da incroci tra C. arabica e autotetraploidi indotti di Robusta. 
Molte di queste piante si possono trovare nella serra dell’Università di Trieste, che ospita alcune 
centinaia di esemplari.  
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1.3 Caratteristiche del genoma di Coffea 
Le piante superiori sono caratterizzate dall’avere tre distinti genomi, localizzati in tre diversi 
compartimenti cellulari: nucleo, cloropasto e mitocondrio. I tre corrispondenti DNA sono 
distinguibili in base alle loro proprietà chimico-fisiche e al tipo di ereditarietà. 
Il DNA mitocondriale (mtDNA) è circolare, presenta un’ereditarietà materna e nelle piante ha 
dimensioni decisamente maggiori che negli animali (nell’uomo è di 16569 bp), variabili tra 220 
e 2500 kb. Nonostante le differenti dimensioni, i mitocondri di tutti gli organismi contengono la 
stessa quantità di DNA a singola copia, cioè quel DNA che codifica per prodotti funzionali 
mitocondriali. Quindi, nonostante la disparità nelle dimensioni del genoma, l’unica differenza 
tra mitocondri animali, vegetali e degli altri organismi risiede nel fatto che quasi tutto il genoma 
dei mitocondri animali è codificante, mentre il genoma mitocondriale di funghi e piante, oltre al 
DNA codificante, contiene una gran quantità di DNA che non codifica per alcun prodotto 
genico. Le piante terrestri esibiscono una plasticità significativa dal punto di vista 
evoluzionistico a livello dell’mtDNA, in contrasto con la maggiore stabilità del genoma 
cloroplastico. Sono infatti frequenti riarrangiamenti del genoma, incorporazione di DNA 
estraneo dai genomi nucleare e cloroplastico, trasferimento continuo di geni al nucleo e 
interruzione della continuità genica sia a livello intronico che esonico. Anche fenomeni che 
coinvolgono l’espressione di geni, quali l’RNA editing ed il trans-splicing, sono 
significativamente più pronunciati nei mitocondri vegetali rispetto ai cloroplasti. Nello stesso 
tempo, a livello di sequenza, l’mtDNA è, generalmente quello che evolve più lentamente tra i 
tre genomi vegetali, con poche eccezioni che si verificano solo in determinate linee. Quindi, la 
lenta evoluzione della sequenza, in contrasto con le rapide modificazioni nella struttura (Palmer 
e Herbon, 1988), rendono l’mtDNA una preziosa riserva di informazioni filogenetiche, utili per 
tracciare la storia evolutiva di piante terrestri antiche, la cui cladistica non è ancora stata risolta 
(Knoop, 2004).  
Ogni cloroplasto contiene invece più molecole di DNA circolare di circa 150 kDa. Il genoma 
cloroplastico, che presenta un’ereditarietà materna, è caratterizzato da un alto grado di 
conservazione anche tra specie non strettamente imparentate. 
Il genoma cloroplastico (cpDNA) delle piante è stato utilizzato nell’analisi molecolare 
dell’evoluzione grazie a diverse caratteristiche: 1) è di piccole dimensioni e costituisce un 
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componente abbondante del DNA cellulare; 2) è stato ampiamente caratterizzato a livello 
molecolare; 3) i nucleotidi che ne formano la sequenza hanno un tasso di mutazione 
relativamente basso, per cui può essere utilizzato in studi filogenetici. 
La sequenza del genoma cloroplastico di Coffea arabica è lunga 155189 bp e include un paio di 
ripetizioni invertite di 25943 bp. Dei 130 geni presenti, 112 sono singoli e 18 sono duplicati 
nella ripetizione invertita. La regione codificante comprende 79 geni che codificano per 
proteine, 29 geni per transfer RNA, 4 geni per l’RNA ribosomale e 18 geni contenenti introni 
(tre dei quali con tre esoni), come descritto da Samson et al. (2007). 
Il genoma nucleare è molto più grande e complesso e la tecnologia moderna ha permesso, 
soprattutto attraverso la citometria di flusso, di stimare il contenuto di DNA presente in diverse 
specie appartenenti al genere Coffea. La quantità di DNA nucleare presente nelle specie diploidi 
oscilla tra 0.95 pg di C. racemosa e 1.78 pg di C. humilis (Cros et al., 1995). Valori intermedi si 
ritrovano in C. liberica dewevrei e in C. pseudozanguebariae, che possiedono rispettivamente 
1.42 e 1.13 pg d DNA (Barre et al., 1996). Il genoma nucleare di C. canephora è di 1.54 pg, 
mentre quello di C. arabica, unica specie tetraploide, è di 2.61 pg e tale valore non corrisponde 
esattamente alla somma dei due genomi dei progenitori. Il contenuto medio di DNA nelle specie 
diploidi è di 0.75 pg per genoma aploide, che corrispondono a circa 700 milioni di paia di basi. 
Le variazioni del contenuto in DNA nelle diverse specie potrebbero avere diverse spiegazioni. 
Una di queste mette in relazione il clima della zona di provenienza con la quantità di DNA 
contenuta; si osserva infatti che specie native di regioni aride hanno un genoma più piccolo 
rispetto a quelle di aree umide. Inoltre si ipotizza una correlazione con la durata del ciclo 
cellulare. Se la maturazione dei semi richiede un numero costante di divisioni cellulari dalla 
fioritura alla maturazione, un genoma di dimensioni minori richiede una minore sintesi di DNA 
e ciò accorcia sia la durata del ciclo cellulare sia, di conseguenza, il tempo di maturazione. In 
effetti, specie con minor contenuto di DNA presentano tempi di maturazioni più brevi. Infine, ci 
potrebbe essere nel corso dell’evoluzione, ad un dato grado di ploidia, un aumento graduale 
della quantità di DNA. Si ipotizza che le origini del genere Coffea siano localizzate in Africa 
orientale e da qui si sia diffuso in Africa centrale ed occidentale e in Madagascar. 
Effettivamente, le specie endemiche dell’Africa orientale contengono meno DNA rispetto a 
quelle endemiche dell’Africa centrale e occidentale. 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   13 
Introduzione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
1.4 Genetica di Coffea arabica e Coffea canephora 
Coffea arabica differisce dalle altre specie del suo genere in quanto è l’unica ad avere un 
corredo cromosomico tetraploide (4n, 44 cromosomi), mentre quello delle altre specie è 
diploide (2n, 22 cromosomi). C. arabica si distingue anche per essere l’unica specie, assieme a 
C. heterocalix e C. moloundu, autogama, quindi autofertile. L’eterogamia è un modello di 
riproduzione sessuale controllato geneticamente e, rispetto all’autogamia, è una caratteristica 
vantaggiosa dal punto di vista evolutivo in quanto favorisce il rimescolamento genetico di una 
popolazione. Le specie eterogame possiedono un sistema di autoincompatibilità (SI, Self-
Incompatibility) per cui il pistillo è in grado di distinguere tra polline self e non self: il primo 
tipo viene rigettato, il secondo viene accolto per la fecondazione. Le angiosperme hanno due 
sistemi distinti di SI, gametofitico e sporofitico, entrambi diffusi (Charlesworth, 1985). Il 
termine gametofitico si riferisce al fatto che il fenotipo SI del polline è determinato dal suo 
stesso genotipo apolide. In Onagraceae, Rosaceae e Solanacee, il sistema SI è controllato da un 
singolo locus polimorfico S. Le proteine S codificate da tale gene sono necessarie e sufficienti 
per il rigetto del polline self e contengono due domini funzionali: uno responsabile della 
specificità dell’allele S (regione ipervariabile), che serve per il riconoscimento, e un altro con 
attività RNasica, che media il rigetto. 
Berthaud (1980; 1986) ha stabilito che il SI di C. canephora è gametofitico ed apparentemente 
controllato da un singolo locus che presenta alleli multipli.  
La perdita del sistema SI in C. arabica sembra essere conseguenza dell’incrocio interspecifico 
che l’ha originata, come si è potuto osservare da alcuni ibridi ottenuti sperimentalmente 
(Lashermes et al., 1996). 
Poiché C. arabica presenta un comportamento meiotico simile a quello delle specie diploidi, si 
presume che abbia avuto un’origine allotetraploide e che derivi da due specie diverse ma affini. 
In particolare, si ipotizza che essa sia un allotetraploide segmentale, in quanto i due presunti 
genomi parentali sono parzialmente omologhi (Cros et al., 1994). 
Mediante analisi compiute sul DNA cloroplastico (Cros, 1998) e sul DNA ribosomiale 
(Lashermes, 1997) si conferma l’ipotesi che C. arabica derivi dall’incrocio di due specie 
diploidi appartenenti al genere Coffea. E’ stato osservato che il DNA cloroplastico di C. arabica 
è simile a quello di C. eugenioides e, dal momento che nelle piante di caffè è stata dimostrata 
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l’ereditarietà materna dei cloroplasti (Lashermes, 1996b), C. eugenioides è considerato il più 
probabile progenitore femminile di C. arabica. D’altro canto, il DNA ribosomiale di C. arabica 
differisce molto da quello di C. eugenioides ed è invece simile a quello di C. canephora, che 
quindi è considerata il più probabile progenitore maschile.  
Recenti studi basati sull’analisi di polimorfismi mediante tecnica RFLP (Restriction Fragment 
Lenght Polymorphism) e sull’ibridazione in situ del DNA genomico hanno confermato C. 
eugenioides e C. canephora come possibili progenitori di C. arabica (Lashermes et al., 1999). 
1.5 Marcatori molecolari 
Già da diversi anni le azioni di miglioramento genetico si avvalgono di “strumenti genetici” 
individuati attraverso lo studio molecolare del genoma. In particolare, l’avvento dei marcatori 
molecolari ha segnato una notevole svolta nel mondo della genetica vegetale, consentendo la 
costruzione di mappe genetiche di associazione, l’individuazione di geni responsabili di 
caratteri agronomici (Quarta et al., 1998) e la caratterizzazione varietale (fingerprinting). 
La tecnica del ‘fingerprinting’ consente di monitorare la variabilità genetica presente a livello 
del DNA attraverso l’utilizzo di uno o più marcatori che caratterizzano il genoma e distinguono 
genotipi diversi anche se molto simili (Sansavini e Pancaldi, 2000). Essa rappresenta un sistema 
efficace di identificazione varietale in quanto supera i limiti della discriminazione basata sulle 
caratteristiche morfologiche, che, infatti, possono essere influenzate dall’ambiente. Inoltre, i 
rilievi eseguiti a livello fenotipico sono il più delle volte complessi e onerosi e possono essere 
eseguiti solo in determinati periodi dell’anno. 
Una corretta identificazione varietale applicazioni in diversi campi. Nella conservazione del 
germoplasma, per esempio, i marcatori molecolari consentono di individuare alleli rari 
garantendo la salvaguardia della biodiversità, di effettuare il controllo dell’identità degli 
esemplari presenti o di individuare eventuali errori di classificazione. Negli studi tassonomici, i 
marcatori sono importanti per le classificazioni botaniche e l’analisi della relazioni 
filogenetiche. Essi inoltre trovano uso nella tutela dei brevetti di varietà commercializzate e 
nell’attribuzione di marchi di origine controllata. 
Negli ultimi anni sono state sviluppate molte tecniche di biologia molecolare che hanno 
permesso di sostituire i marcatori fenotipici con quelli molecolari da utilizzare nella 
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caratterizzazione di specie e varietà. A tal proposito uno degli obiettivi più interessanti da 
raggiungere in campo agronomico-genetico è lo sviluppo di mappe di associazione che 
permettono di associare una determinata caratteristica che si vuole selezionare ad un 
determinato marcatore polimorfico.  
Un marcatore genetico è, dunque, una qualsiasi caratteristica degli organismi che varia 
all’interno delle popolazioni e che è determinata dai geni e non dall’ambiente, essendo quindi 
ereditabile. 
I requisiti di un marcatore genetico ideale sono: 
• elevato polimorfismo; 
• espressione stabile (non deve essere influenzato da fattori come l’ambiente, altri geni o 
caratteristiche transitorie degli organismi, tra cui l’età, le dimensioni, ecc.); 
• dispersione nel genoma (ciò vale per le diverse classi di marcatori, non per i singoli 
marcatori sito-specifici); 
• facile osservazione e determinazione (basso costo in termini di risorse economiche, 
tempo ed energie); 
• ereditabilità semplice (mendeliana o uniparentale); 
• codominanza; 
• riproducibilità entro e fra diversi laboratori; 
• determinazione attraverso metodologie applicabili a specie diverse. 
 
Marcatori genetici che presentano tutte queste caratteristiche non sono stati ancora trovati e, 
a seconda degli scopi della ricerca e dei mezzi a disposizione, viene scelto quello più idoneo. 
1.6 I microsatelliti 
1.6.1 Caratteristiche generali 
I microsatelliti, chiamati anche SSR (Simple Sequence Repeats), sono brevi unità ripetute di 1-6 
nucleotidi ed occupano solitamente regioni non più estese di 100 bp; sono ubiquitari nel genoma 
degli eucarioti e sono presenti, anche se raramente, nei piccoli genomi batterici. Facendo un 
confronto tra piante e animali (Beckmann e Weber, 1992; Lagercrantz et al., 1993; Morgante e 
Olivieri, 1993) si osserva che i microsatelliti sono molto più abbondanti nel genoma degli 
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animali. Nei mammiferi, infatti, è possibile riscontrare un microsatellite lungo almeno 20bp 
ogni 6Kb, mentre nelle piante se ne ritrova uno soltanto ogni 50 Kb; si è ipotizzato che questa 
differenza sia dovuta al diverso modello di metilazione del DNA. 
Inoltre, nelle piante, i microsatelliti hanno una diversa distribuzione fra DNA nucleare e DNA 
extracromosomico: sono molto abbondanti nel primo e rari nel secondo (Wang et al, 1994). Gli 
SSR di piante ed animali differiscono anche per il tipo di ripetizione: nelle piante il 75% delle 
ripetizioni è costituito dall’unità AT/TA e anche le TAT/ATA e TCT/AGA sono largamente 
rappresentate. Nei mammiferi, invece, la sequenza nucleotidica più rappresentata è la ripetizione 
AC/TG, mentre le ripetizioni CG/GC sono molto rare in quanto i residui C, fiancheggiati al 3’ 
da una G (CpG), sono soggetti a metilazione ed i successivi fenomeni di deaminazione 
convertono la citosina in timina e quindi le CpG mutano progressivamente in TpG. 
Le ripetizioni di- e trinucleotidiche presentano una diversa distribuzione del genoma: le unità 
dinucleotidiche sono localizzate nelle regioni non codificanti, in particolare è stato osservato 
che negli introni è più frequente la ripetizione AT, mentre nelle regioni non tradotte 
all’estremità 5’ (5’ UTR) è ricorrente il dinucleotide AG/TG. Le ripetizioni trinucleotidiche, 
viceversa, si trovano spesso nelle regioni codificanti e nelle porzioni non tradotte all’estremità 
3’ (3’UTR) (Morgante et al., 2002) 
1.6.2 Origine e funzione 
Inizialmente lo studio dei microsatelliti non è stato applicato al regno vegetale, ma si è 
sviluppato a partire dall’analisi dei genomi animali e in particolare all’uomo al fine di 
comprenderne le funzioni e l’eventuale correlazione con particolari aspetti fenotipici. 
La grande variabilità che si riscontra nelle sequenze microsatelliti è dovuta al loro elevato tasso 
di mutazione, che è stato stimato intorno a 103-105 per gamete. Questa variabilità sembra essere 
attribuibile ad un appaiamento errato tra i due filamenti complementari durante la replicazione o 
riparazione del DNA, dovuto ad un fenomeno noto come Slipped Strand Mispairing (SSM). 
L’SSM, consiste in un evento intra-elica, ossia riguardante solo uno dei due filamenti di DNA. 
In fase di sintesi può accadere che uno dei due filamenti scivoli sull’altro formando un loop; 
questa bolla, a seconda che si sia formata per uno scivolamento all’indietro o in avanti, contiene 
una o più ripetizioni del filamento di sintesi o del filamento parentale, causando rispettivamente 
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un’inserzione o una delezione sul filamento in fase di sintesi. Si presume che il verificarsi di 
questo fenomeno nell’ambito di duplicazioni casuali di corti motivi nucleotidici possa anche 
essere il meccanismo che ha dato origine agli stessi microsatelliti. 
La natura ripetitiva dei microsatelliti rende queste regioni del genoma particolarmente soggette 
ad aumentare o ridurre la propria lunghezza. Tali cambiamenti possono avere, per l’organismo 
che ne è portatore, conseguenze sia positive sia negative. Nel caso dell’uomo gli effetti legati ad 
essi sono per lo più negativi. Le ripetizioni in tandem di tre nucleotidi sono infatti siti soggetti 
ad espansione patologica, come accade nel caso della sindrome dell’X fragile (Jin and Warren, 
2000). Nel caso di questa anomalia il microsatellite è localizzato all’esterno della regione 
codificante, ma è proprio la sua amplificazione a causare il silenziamento del gene, 
probabilmente bloccando la RNA polimerasi o altri fattori di trascrizione.  
Per quanto concerne le sequenze dinucleotidiche, particolarmente studiata è la ripetizione TG: 
questa unità è ripetuta circa ogni 30Kb ed è localizzata soprattutto nelle regioni eucromatiche, 
mentre nelle regioni centromeriche eterocromatiche, la sua presenza è molto minore. E’ stato 
osservato inoltre che la sua posizione presenta un certo grado di conservazione tra specie 
strettamente correlate. Sebbene il significato di questi microsatelliti sia poco chiaro, sono state 
suggerite diverse ipotesi riguardo il loro ruolo. Poiché l’alternanza di purine e pirimidine è in 
grado di alterare in vitro la conformazione del DNA in Z-DNA, si ipotizza che la ripetizione 
TG/CA possa avere un ruolo nell’espressione genica, in quanto il passaggio reversibile dalla 
conformazione B a quella Z potrebbe portare all’attivazione di un gene.  
Una seconda ipotesi suggerisce che le ripetizioni TG/CA siano degli hotspots per la 
ricombinazione omologa e contribuiscano all’evoluzione di una popolazione (Pardue et al., 
1987). Studi condotti su colture di cellule umane hanno dimostrato che la sequenza d(TG)30 
aumenta la frequenza di ricombinazione omologa fino a 20 volte (Walhs et al., 1990). Lavori 
successivi hanno però evidenziato che questa ripetizione è necessaria ma non sufficiente ad 
aumentare il tasso di ricombinazione (Stalling et al., 1991).  
Un’ulteriore ipotesi sostiene che la ripetizione TG/CA possa intervenire nella struttura della 
cromatina. Studi condotti sul cromosoma X di Drosophila hanno infatti rivelato che essa 
potrebbe essere coinvolta nel fenomeno di compensazione di dose, agendo sul grado di 
compensazione della cromatina, mediante l’interazione con qualche proteina o attraverso 
l’assunzione della conformazione Z. Non è improbabile che queste ampie regioni di DNA, 
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apparentemente prive di significato genetico, abbiano il compito di assorbire gli effetti della 
maggior parte delle mutazioni, le quali avrebbero conseguenze negative nel caso colpissero il 
DNA trascritto. Esiste un’ulteriore ipotesi, chiamata selfish DNA, secondo cui le sequenze 
ripetute sono prive di particolari funzioni (Doolittle, et al., 1980); secondo questa teoria, le 
sequenze ripetute sono eredità di antichi parassiti installati nel genoma, che si conservano solo 
grazie alla loro capacità di replicarsi. 
1.6.3 Utilizzo dei microsatelliti come marcatori genetici 
Uno dei campi di maggior interesse in cui vengono utilizzati i microsatelliti è la ricerca di 
polimorfismi. Per polimorfismo si intende una variazione di sequenza del DNA all’interno di 
una singola specie e nel caso dei microsatelliti esso consiste nella variazione del numero di 
monomeri ripetuti. Le tecniche per ricercare i polimorfismi sono numerose e sfruttano diversi 
principi. La metodica più utilizzata per evidenziare polimorfismi di lunghezza prevede 
l’amplificazione mediante PCR della regione di genoma contenente il microsatellite e la 
separazione dei prodotti di amplificazione su gel d’agarosio o su gel di poliacrilammide, a 
seconda del grado di risoluzione richiesta, per evidenziare eventuali variazioni nella dimensione 
dell’amplificato.  
I microsatelliti stanno conquistando sempre maggiore spazio negli studi di genetica molecolare 
grazie ai diversi vantaggi che presentano se comparati ad altri marcatori: l’elevato 
polimorfismo, la codominanza (presenza in caso di eterozigosi di segnale per entrambi gli 
alleli), l’uniformità di distribuzione nel genoma, la riproducibilità e la facile realizzazione delle 
indagini condotte per rilevarli. I microsatelliti vengono utilizzati già da tempo per seguire la 
variabilità di una determinata regione cromosomica nei familiari di pazienti affetti da una 
malattia ereditaria. I marcatori di una data lunghezza che fossero presenti sempre e solo nei 
pazienti affetti, ma assenti nei familiari sani, potrebbero, con una determinata probabilità, 
trovarsi in associazione o linkage con il gene mutato responsabile della malattia, come 
dimostrano studi compiuti recentemente sul diabete mellito insulino-dipendente (Chioramonte 
et al., 2002). In questo caso, i microsatelliti potrebbero essere alla base di nuove tecniche di 
diagnosi prenatale o diagnosi presintomatica e potrebbero essere anche utilizzati al fine di 
clonare il gene responsabile della malattia in esame. Recentemente si è scoperto che, nelle 
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prime fasi di sviluppo di alcuni tipi di tumori, la variabilità dei microsatelliti aumenta, il che li 
rende marcatori preziosi per la diagnosi precoce di certe neoplasie (Papadopoulos, 1999; Wada 
et al, 1994). 
Inoltre, poiché la lunghezza dei microsatelliti può variare da individuo a individuo, essi vengono 
utilizzati in ambito forense sia per identificare aggressori o criminali sia per attribuire o 
disconoscere una paternità. 
Negli ultimi 10 anni i microsatelliti hanno ricoperto un ruolo sempre più importante negli studi 
riguardanti l’analisi del genoma vegetale. Le prime analisi risalgono alla fine degli anni ‘80, 
quando vennero trovati microsatelliti polimorfici in diverse specie di piante fra le quali l’orzo 
(Weising et al., 1989), la soia (Akkaya et al., 1992), il riso (Panaud et al., 1995), il grano (Ma et 
al., 1996). In questi ultimi anni lo studio dei microsatelliti si è rivolto soprattutto alla 
caratterizzazione inter e intraspecifica di specie di interesse agrario o forestale nonché alla 
possibilità di identificare in maniera indiscutibile varietà soggette a brevetto. Questo approccio è 
stato utilizzato nel caso dell’avena ed ha permesso di analizzare alcune caratteristiche 
commercialmente importanti associate ai marcatori molecolari a livello di stadi di sviluppo 
molto precoci del seme. Ciò costituisce un metodo per risparmiare tempo, risorse ed energie ed 
inoltre, fornisce un metodo oggettivo di analisi e valutazione, basato sullo studio di 
caratteristiche non rilevabili a livello fenotipico, ma genotipico (Gupta and Varshney, 2000; 
Leigh et al., 2003). I microsatelliti sono stati utilizzati anche per distinguere le varietà della 
patata (Solanum tuberosum) (McGregor et al., 2000), del riso (Garland et al., 1999), della vite 
(Ortiz et al., 2004) e dell’ulivo (Bandelj et al., 2004). 
Uno degli obiettivi più interessanti da raggiungere in campo agronomico-genetico è lo sviluppo 
di mappe di associazione. Infatti, la possibilità di identificare marcatori strettamente associati a 
loci con effetti fenotipici vantaggiosi, può semplificare i programmi di miglioramento genetico 
per i caratteri quantitativi, consentendo la selezione su base genotipica, invece che fenotipica. 
In questo caso i microsatelliti hanno permesso di identificare nel pomodoro e in Arabidopsis 
una ripetizione ricca in leucina, caratteristica dei geni per la resistenza (Pan et al., 2000); nella 
soia, un gene per la resistenza ad un nematode (Cervigni et al., 2004); nel riso, un gene per la 
resistenza al bacterial blight (Ramalingam et al., 2002), e nell’orzo un gene per la resistenza 
alla malattia detta smut (fuliggine), causata da un fungo appartenente all’ordine degli 
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Ustilaginales che, a causa della deposizione delle spore, rende la pianta meno vitale e deforme 
(Li et al., 2001). 
Inoltre i microsatelliti vengono usati in studi di popolazione o per esaminare relazioni evolutive 
tra specie affini. In particolare, i genomi plastidiale e mitocondriale, a ereditarietà uniparentale, 
vengono utilizzati in studi di fitogeografia in quanto i loro microsatelliti sono marcatori che 
generalmente manifestano un elevato livello di variabilità intraspecifica (Provam et al., 2001; 
Sperisen et al., 2001). 
Un’altra linea di ricerca in cui vengono applicati i microsatelliti è lo studio della trasmissione 
dei caratteri ed in particolare la dimostrazione dell’eredità mendeliana, studio che peraltro è 
stato eseguito anche nel caffè (Tornincasa, 2004) poiché non è ancora chiaro come vengano 
distribuiti gli alleli nella progenie di Coffea arabica, essendo quest’ultima un allotetraploide 
segmentale. Inoltre, le sequenze SSR hanno permesso di identificare una distorsione nella 
segregazione, che non rispetta, cioè, i rapporti mendeliani, nell’orzo (Sayed et al., 2002). 
Un recente utilizzo dei microsatelliti riguarda la tracciabilità degli alimenti. Poiché il DNA può 
conservarsi con un livello minimo di degradazione durante i trattamenti cui vengono sottoposti i 
cibi, un possibile uso dei marcatori molecolari come le SSRs è quello di rilevare possibili frodi 
o sofisticazioni alimentari, come verrà descritto successivamente. 
Nelle analisi genetiche condotte in Coffea, i microsatelliti assieme ad altri marcatori quali AFLP 
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e 
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), svolgono un ruolo molto importante. In 
particolare, essi vengono utilizzati per caratterizzare le diverse varietà di Coffea arabica 
(Steiger et al., 2002), per dimostrare le possibili relazioni che intercorrono tra esse (Tumoru et 
al., 2003) e per determinare le loro origini, come è stato fatto, per esempio, nel caso di Typica e 
Bourbon (Anthony et al., 2002). Questi marcatori contribuiscono inoltre a delineare con 
maggior sicurezza le tappe che hanno portato alla formazione della specie tetraploide C. arabica 
e sono coinvolti nella costruzione di mappe fisiche, in programmi di miglioramento genetico 
(Pearl et al., 2003; Campa et al., 2003). 
E’ possibile inoltre analizzare alcune specie del genere Coffea con gli stessi microsatelliti, al 
fine di valutarne la diversità genetica (Poncet et al., 2004; Coulibaly et al., 2003; Moncada e 
McCouch, 2004; Baruah et al., 2003).  
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1.7 La tracciabilità alimentare 
1.7.1 Generalità 
Le preferenze dei consumatori sono note da sempre, ma possono variare sostanzialmente a 
seconda dell’origine geografica, di motivazioni etnico-religiose ed economiche. Queste 
preferenze possono variare anche nel tempo in conseguenza di cambiamenti socio-economici. 
Vengono quindi a crearsi delle preferenze per alimenti di una data regione, marca o tipo. Ciò 
nonostante, la tendenza generale del consumatore rimane fissata su alimenti sicuri e genuini. 
La chimica degli alimenti si propone in primo luogo di verificare da quali principi alimentari i 
cibi risultino costituiti ed in quali proporzioni siano in essi contenuti. Dall’esame della 
composizione chimica si può dedurre il valore alimentare di ciascun alimento. Essa ha inoltre il 
compito di controllare che gli alimenti posseggano i requisiti prescritti per i prodotti genuini e, 
in mancanza di genuinità, di stabilire quali alterazioni ed adulterazioni gli alimenti stessi 
abbiano subito. 
Recentemente, alcune tecniche basate sul DNA, che possono essere indicate nel loro complesso 
come “food forensics” (Woolfe and Primrose, 2004), stanno prendendo il sopravvento. Questo 
accade in quanto alcune tecniche, come quelle basate sui saggi enzimatici, perdono il loro 
potere di discriminazione se l’alimento è trattato e magari esposto a temperature molto elevate, 
oppure se le  sostanze da analizzare sono molto simili dal punto di vista chimico. 
Le alterazioni possono essere imputate, se mai, ad incuria ma non ad obiettivi illeciti dei 
produttori e dei commercianti di prodotti alimentari, mentre le adulterazioni e le sofisticazioni 
invece, sono operazioni fraudolente compiute al fine di realizzare un maggior profitto con 
danno per la qualità e per il valore alimentare dei prodotti. Volendo fare una distinzione tra i 
due termini, occorre precisare che per sofisticazioni si intendono quelle operazioni non 
consentite che hanno lo scopo di migliorare l’aspetto degli alimenti per nasconderne dei difetti, 
mentre per adulterazioni si intendono le manipolazioni che modificano più o meno 
profondamente la composizione degli alimenti. 
L’adulterazione può consistere: a) nell’impiego di mezzi destinati ad aumentare il peso o il 
volume degli alimenti; b) nella sostituzione parziale di un prodotto con un altro di minore valore 
commerciale; c) nella sottrazione di un principio alimentare venduto a parte a condizioni più 
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vantaggiose, d) diluizione o contraffazione con un ingrediente base, come ad esempio l’acqua; 
e) non dichiarazione di un trattamento, come per esempio il precedente congelamento o 
l’irradiazione; f) sovra-dichiarazione di un ingrediente presente in quantità inferiori, etc. Come 
esempi di adulterazioni si possono considerare l’annacquamento del latte e del vino, l’aggiunta 
di margarina al burro, di olio di semi all’olio di oliva, la sottrazione al latte della sostanza 
grassa, etc. 
Le adulterazioni sono proibite e punite dalla legge e, soltanto alcune operazioni tecnologiche 
aventi lo scopo di migliorare o conservare gli alimenti sono consentite entro i limiti stabiliti. 
L’etichettatura di un prodotto alimentare ha per il consumatore un’importante funzione di tutela, 
informandolo sul prodotto che sta acquistando e consentendogli di scegliere quello che è 
maggiormente rispondente alle proprie esigenze. Le norme concernenti l’etichettatura, la 
presentazione e la pubblicità dei prodotti alimentari tendono ad essere analoghe nell’ambito dei 
Paesi dell’Unione Europea. 
Il Decreto Legislativo 27 gennaio 1992, n. 109 (e successive modifiche ed integrazioni), in 
attuazione delle Direttive comunitarie, ha introdotto alcune modificazioni alla legge 
sull’etichettatura e pubblicità alimentare del 1982, tra cui la principale ha l’obbligo di riportare 
una data di scadenza tassativa sui prodotti più deperibili. Sono stati anche uniformati i criteri di 
individuazione del lotto di produzione. 
Dal 1 luglio 1993 è entrata in vigore la nuova disciplina sull’etichettatura nutrizionale prevista 
dal DL 16 febbraio 1993, n. 77, sempre in attuazione di disposizioni comunitarie. Le norme 
stabiliscono che l’etichettatura nutrizionale dei prodotti alimentari (valori delle calorie, proteine, 
grassi, carboidrati, etc.) sia facoltativa, ma diventa obbligatoria qualora sulla confezione o nella 
pubblicità sia riportata un’informazione nutrizionale (per esempio, ‘senza zucchero’, ‘senza 
grassi saturi’, etc.). 
L’etichettatura è l’insieme delle indicazioni riportate non solo sull’etichetta apposta al prodotto, 
ma anche sull’imballaggio o sul dispositivo di chiusura. 
L’etichettatura, la presentazione e la pubblicità di un prodotto alimentare non devono: a) indurre 
in errore l’acquirente sulle effettive caratteristiche, qualità, composizione e luogo di origine del 
prodotto; b) evidenziare caratteristiche come particolari, quando tutti i prodotti alimentari 
analoghi le possiedono; c) attribuire all’alimento proprietà atte a prevenire, curare o guarire 
malattie, né accennare a proprietà farmacologiche. 
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1.7.2 Normativa vigente 
La sicurezza del consumatore viene tutelata a livello normativo, tramite l’introduzione di marchi 
che certificano l’autenticità di un prodotto e che ne disciplinano ogni passaggio di produzione. 
Successivamente ne vengono riportati gli esempi più significativi.  
Il Marchio CE attesta che il prodotto su cui è apposto è conforme a tutte le Direttive comunitarie 
ad esso applicabili. 
Per quanto riguarda il Marchio di origine (Ue), l'Unione Europea, per promuovere e tutelare i 
prodotti agroalimentari, ha creato, con il Regolamento CEE n. 2081/92, i seguenti marchi: 1) 
DOP - Denominazione di Origine Protetta (PDO - Protected Designation of Origin), identifica 
la denominazione di un prodotto la cui produzione, trasformazione ed elaborazione avvengono 
in un'area geografica determinata. Esempi di prodotti DOP sono il prosciutto di Parma, il 
pecorino Sardo, la mozzarella di bufala campana. 2) IGP - Indicazione Geografica Protetta (PGI 
- Protected Geographical Indication), identifica la denominazione di un prodotto di cui almeno 
uno degli stadi della produzione, trasformazione o elaborazione avviene in un'area geografica 
determinata, come per esempio accade per il lardo di Colonnata, e il pomodoro di Pachino. 3) 
STG - Specialità Tradizionale Garantita (TSG - Traditional Speciality Guaranteed), ha il 
compito di valorizzare una composizione tradizionale del prodotto o un metodo di produzione 
tradizionale, ma non fa riferimento ad un'origine, come nel caso della mozzarella. 
Questa categoria di marchi non deve essere registrata, ma la tutela deriva da apposite leggi. 
L’Italia attualmente vanta il primato europeo tra i prodotti DOP, IGP e STG. 
Questo sistema di tutela introdotto dalla legislazione europea nel 1992 è molto simile ad alcuni 
sistemi già presenti in alcuni stati europei: in Italia dal 1963 è in vigore la Denominazione di 
Origine Controllata (DOC), in Francia esiste l'Appellation d'Origine Contrôlée (AOC), in 
Spagna la Denominación de Origen. 
Il territorio nazionale prevede una propria legge che regola l’attribuzione del Marchio di origine 
(It). 
Denominazione di Origine Controllata è un sistema di certificazione nazionale della qualità di 
prodotti agroalimentari. In seguito all'entrata in vigore nel 1992 dei marchi DOP, IGP e STG 
questo sistema di certificazione è stato utilizzato esclusivamente per contraddistinguere i vini di 
qualità: 
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Nel caso dei vini a Denominazione d'Origine Controllata e Garantita, il marchio DOCG indica il 
particolare pregio qualitativo di alcuni vini DOC di notorietà nazionale ed internazionale. Per la 
certificazione DOCG sono richiesti requisiti tra i quali l'imbottigliamento nella zona di 
produzione e in recipienti di capacità inferiore a cinque litri (es. Chianti, Franciacorta 
spumante). 
Per i vini a Denominazione d'Origine Controllata, il marchio DOC indica vini di qualità 
originari di zone limitate richiamate nel nome del vino. Le caratteristiche enochimiche (estratto 
secco, acidità totale, ecc) ed organolettiche (colore, odore, sapore) devono rispettare precisi 
requisiti fissati dai Disciplinari di produzione. 
Il disciplinare di produzione è l'insieme delle indicazioni e/o prassi operative a cui il produttore 
del prodotto certificato deve attenersi. Queste regole vengono stabilite dai produttori e dagli enti 
che valutano le domande di certificazione, e rappresentano l'essenza stessa della certificazione 
poiché definiscono le qualità garantite al consumatore che acquista il prodotto certificato. 
La legge 2081/92 definisce le caratteristiche generali di cui si deve occupare il disciplinare di 
produzione, che sono le stesse sia per la DOP che per la IGP (es. Dolcetto d'Alba, Sangiovese di 
Romagna). 
Ad un livello inferiore rispetto ai vini DOCG e DOC si posizionano i vini ad Indicazione 
Geografica Tipica, il marchio IGT indica vini da tavola di qualità prodotti in aree generalmente 
ampie. I requisiti sono meno restrittivi di quelli richiesti per i vini DOC.  
Esistono vari tipi di marchi biologici, sia pubblici, come il marchio Agricoltura biologica, sia 
marchi privati. Questi ultimi indicano il rispetto del regolamento comunitario oppure l'adozione 
di norme più restrittive. 
Agricoltura biologica, è un marchio regolato dal regolamento CEE n. 2092/91. Può essere 
apposto volontariamente dai produttori di prodotti sottoposti a un controllo e risultati composti 
da ingredienti di cui almeno il 95% ottenuti con il metodo biologico. 
Tra i marchi privati si ritrovano: a) Garanzia Biologico Amab, dell'Associazione Mediterranea 
Agricoltura Biologica, b) Controllo Biologico, del Consorzio per il Controllo dei prodotti 
biologici, c) Bioagricert, d) Garanzia Aiab, e) Demeter. 
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1.8 Metodi molecolari per la rilevazione delle frodi alimentari  
Le analisi per stabilire se un alimento ha subito una sostituzione parziale o l’adulterazione di 
qualche ingrediente sono complicate dal fatto che in molti casi è necessario sia conoscere a 
priori l’identità dell’adulterante per rilevarlo, sia quantificarlo, al fine di stabilire se si tratta di 
un mescolamento avventizio o di una sostituzione deliberata.  
Esistono diverse tecniche chimiche e biochimiche per determinare l’autenticità dei cibi, ma non 
sempre esse sono abbastanza sensibili per discriminare alimenti chimicamente molto simili 
(come ad esempio l’olio di noci da quello di oliva). Molto spesso le strutture chimiche degli 
alimenti sono alterate dalla trasformazione o dalla cottura a temperature molto elevate e inoltre 
non possono essere utilizzate per evincere le origini e provenienza dell’alimento. 
Le analisi basate sul DNA hanno invece questo potere di discriminazione, dal momento che, 
fondamentalmente, la definizione di una varietà o una specie dipende dalle sequenza del DNA 
genomico. Inoltre il DNA resiste maggiormente ai trattamenti (soprattutto sterilizzazione e 
cottura, a temperature superiori a 100 °C) rispetto ad altre sostanze utilizzate come marcatori, 
anche se risulta più o meno degradato. Un altro problema consiste nel mettere a punto 
un’estrazione di DNA che permetta di ottenere una quantità sufficiente di materiale il più pulito 
possibile, che non contenga inibitori per le reazioni successive. Proprio da queste ragioni sorge 
la difficoltà di mettere a punto sistemi abbastanza robusti per essere applicati. 
Principalmente vengono utilizzati due metodi che utilizzano la PCR e che hanno permesso di 
ottenere risultati attendibili e riproducibili, i cui prodotti finali sono visualizzabili facilmente 
mediante elettroforesi su gel. Il primo consiste nella rivelazione di mutazioni puntiformi (Single 
Nucleotide Polymorphism, SNP), che danno luogo a polimorfismi nella lunghezza dei 
frammenti di restrizione (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, RFLP). Poiché la PCR 
può essere utilizzata anche per amplificare i frammenti prima della digestione con gli enzimi di 
restrizione, le sequenze sono note anche come CAPS (Cleavable Amplifiable Polymorphic 
sequences) (Meyer et al., 1995). Il secondo metodo si basa sui polimorfismi nel numero di 
ripetizioni di monomeri ripetuti in tandem, noti come Variable Number of Tandem Repeats 
(VNTR). Utilizzando primers fluorescenti, quest’ultimo tipo di analisi può essere resa 
quantitativa in determinate condizioni, anche se la maggior parte delle tecniche quantitative si 
basa sulla real-time PCR. 
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Successivamente riportato i metodi di indagine di frodi alimentari per alcuni importanti 
alimenti, con lo scopo sia di caratterizzare specie o varietà, sia di quantificare adulteranti. 
1.8.1 Determinazione di specie di mammiferi, uccelli e pesci 
Il metodo più utilizzato per determinare le specie animali utilizzate nella preparazione di cibi 
prevede l’utilizzo di marcatori CAPS. In questo caso è stato trovato un sito di restrizione 
all’interno del gene che codifica per il citocromo b. Questo gene si trova nei mitocondrio, il che 
presenta due vantaggi: è presente in copie multiple all’interno della cellula ed è resistente alle 
degradazione durante i trattamenti (Unseld et al., 1995) 
Infatti, Matsunaga et al. (1999) descrivono l’applicazione di questa metodologia per individuare 
diverse specie di mammiferi e uccelli in alimenti trasformati e, in modo più specifico, Meyer et 
al. (1994) ne descrivono l’uso per rilevare la presenza di carne di maiale in cibi cotti. 
Similmente, il sequenziamento di un amplificato di 464 bp dello stesso gene, all’interno del 
quale sono stati trovati sei RFLPs, ha permesso di distinguere dieci specie di salmone (Russel et 
al., 2000). Lo stesso sistema è risultato essere molto polimorfico nella sogliola , permettendo 
l’identificazione corretta di 21 specie su 24 testate (Hold et al., 2001). 
1.8.2 Distinzione tra diverse varietà di riso Basmati e riso a chicco lungo 
Il riso Basmati e molto apprezzato per il peculiare aroma e sapore, i chicchi lunghi e sottili e le 
particolari proprietà durante la cottura. Le varietà crescono ai piedi delle colline himalayane e 
derivano da secoli di coltivazione e selezione. Dal momento che la coltivazione di questo tipo di 
riso non è facile, a causa della mancata risposta ai fertilizzanti, alla sensibilità per il fotoperiodo 
e al difficile raccolto per l’altezza e la fragilità della pianta, le varietà Basmati sono state 
incrociate con le varietà moderne di riso a chicchi lunghi, dando luogo ad ibridi. Anche se 
questi ultimi sono riconosciuti come riso Basmati, le varietà pure mantengono comunque un 
valore economico superiore. Inoltre, esistono alcune varietà di riso a chicco lungo che 
assomigliano morfologicamente al quelle pregiate, pur non avendone le proprietà caratteristiche 
(Khush e de la Cruz, 1997). 
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Inizialmente 12 microsatelliti (Bligh et al., 1999; Bligh, 2000) sono stati utilizzati per 
distinguere il Basmati dalle altre varietà di riso a chicco lungo, ma non erano sufficienti a 
differenziare le linee pure dagli ibridi. A questi sono stati aggiunti tre di altri 39 microsatelliti 
associati a regioni cromosomiche che controllano i tratti caratteristici del riso Basmati isolati 
successivamente, permettendo l’identificazione di tutte le varietà. 
Un saggio TaqMan nella PCR quantitativa è stato messo a punto per provare l’adulterazione nel 
riso Basmati (Lopez, 2007). Primers e sonde specifici per il gene BAD2 (Betaine aldehyde 
dehydrogenase 2) sono stati utilizzati per rilevare la presenza di riso non-Basmati. I risultati 
ottenuti dall’analisi di campioni commerciali e campioni di riferimento (riso Basmati mescolato 
con riso non-Basmati in diverse proporzioni) hanno permesso di stabilire che questa tecnica è 
molto sensibile, rilevando un’adulterazione fino all’1%. 
1.8.3 La provenienza dell’olio di oliva 
Gli oli vergini di oliva sono ottenuti esclusivamente attraverso mezzi meccanici che sono in 
grado di non alterarli in nessun modo (Bianchi, 2002). Questa definizione esclude tutti gli oli 
ottenuti mediante trattamenti che prevedono l’uso di solventi, aromi e altre tecniche di 
raffinazione. Le definizioni ‘extra vergine’ e ‘vergine’ si basano su standard di mercato definiti 
a livello europeo che riguardano il contenuto di acidi grassi e le caratteristiche organolettiche. 
L’’olio di oliva raffinato’ è un olio di qualità inferiore ottenuto tramite procedimenti di 
miglioramento atti a rimuovere l’acidità in eccesso, mentre l’’olio di oliva’ è una miscela a 
basso costo che consiste per lo più di olio raffinato a cui è stata aggiunta una piccola quantità di 
olio vergine di oliva. 
L’olio può avere una designazione di origine quando le sue peculiarità sono associate alla 
regione di produzione. Il suo valore cresce per quelle regioni a cui si possono associare sapore, 
consistenza e colore superiori. In generale, se un alimento deriva da poche varietà locali, ad esso 
può essere attribuito un marchio di designazione protetta di origine (PDO), secondo la 
normativa europea EC 2081/92 (Official Journal of European Community, 1992).  
Metodi che utilizzano i microsatelliti come marcatori molecolari per caratterizzare varietà di 
olive sono stati utilizzati con successo da Sefc et al. (2000) e da Pasqualone et al. (2007). 
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1.8.4 Applicazioni di PCR quantitativa 
La necessità di analizzare la quantità di un ingrediente adulterato sorge sia per stabilire se il 
mescolamento è stato volontario, sia per determinare se esso supera un eventuale limite imposto 
dalla legge. Inoltre, può essere utilizzato per verificare le quantità di specie diverse o la 
veridicità di una dichiarazione quantitativa. Infatti, per esempio, l’etichettatura è obbligatoria se 
un ingrediente contiene lo 0.9% di un componente modificato geneticamente autorizzato e se un 
alimento a base di carne ha una composizione multipla, che deve essere indicata nella forma: 
maiale (50%), bovino (10%). 
1.8.5 Grano duro sostituito con grano tenero 
Un esempio di approccio quantitativo è l’analisi di pasta e semolino che, entrambi, devono 
essere preparati con farine derivanti da Triticum durum (grano duro). Dal momento che il grano 
duro viene venduto a prezzi superiori, può essere oggetto di adulterazione con farine più 
economiche ricavate da Triticum aestivum (grano tenero), che da luogo ad una pasta di qualità 
inferiore. 
Triticum aestivum è una specie esaploide e presenta tre genomi (A, B e D), mentre T. durum è 
tetraploide e manca il genoma D (Bryan, 1998). E’ stata trovata una sequenza (PSR 128) con 
elevato polimorfismo tra i tre genomi e basso livello di polimorfismo all’interno di ogni 
genoma. Inoltre, esiste una sequenza lunga 54 bp all’interno di un introne presente nel genoma 
D e assente invece nei genomi A e B. Quindi, quest’ultima viene utilizzata per rilevare la 
presenza del genoma D e una regione conservata della sequenza PSR 128 funge da standard 
interno. Per la quantificazione vengono preparati campioni di riferimento che presentano gradi 
di miscele note tra grano tenero e grano duro. 
1.8.6 Determinazioni di specie animali nei cibi a base di carne 
Un metodo alternativo a quello basato sul citocromo b descritto precedentemente, consiste nel 
considerare il gene in singola copia che codifica per la GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase). Una breve sequenza (minore di 125 bp) di questo gene è in grado di 
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differenziare maiale, manzo, agnello, pollo e tacchino. I saggi che utilizzano questo gene sono 
in grado di rilevare fino allo 0.5% di questi bersagli, anche in presenza di altre specie 
(http://www.chem.agilent.com/scripts/LiteraturePDF.asp?iWHID=25742) e fino al 5% di una 
specie bersaglio in un preparato in scatola. 
1.8.7 Determinazione dei frutti negli alimenti 
La polpa dei frutti è un ingrediente base di marmellate, yogurt, torte e dessert. Poiché i prodotti 
finali sono in genere altamente trasformati, si prestano bene alla contraffazione dei componenti 
con maggiore valore economico (fragole, lamponi) con altri più economici (more, mela).  
In questo caso l’identificazione delle specie viene fatta attraverso i polimorfismi trovati nel gene 
cloroplastico rbcL. Questo gene è altamente conservato, anche se presenta piccole regioni 
variabili che permettono l’amplificazione di corti frammenti all’interno dei quali sono presenti 
le SNPs per il riconoscimento delle specie. E’ possibile inoltre rendere questo test semi-
quantitativosequenziando il DNA amplificato con la tecnica del pirosequenziamento (Ronaghi, 
2001; Shifman et al., 2002). Il pirosequenziamento è un tipo di sequenziamento via sintesi, dove 
i dati grezzi appaiono come picchi la cui altezza indica il numero di nucleotidi incorporati. 
Questa stretta correlazione può essere utilizzata per determinare il numero di molecole di 
templato hanno incorporato i nucleotidi aggiunti, permettendo così di determinare la frequenza 
allelica. 
1.8.8 Il caffè 
Il caffè è uno dei più importanti prodotti del mercato internazionale, su cui si basano gli scambi 
commerciali di molti paesi. Esso si colloca tra i 5 prodotti agricoli economicamente più 
importanti del mondo ed è una risorsa economica essenziale per alcuni paesi in via di sviluppo. 
Ciò è dovuto al suo consumo globale e all’enorme produzione mondiale che, nell’anno 2005-
2006 è stata di circa 106 milioni di sacchi (1 sacco corrisponde a 60/70 Kg) (Osorio, 2006).  
Nonostante il genere Coffea comprenda oltre 100 specie, solo due sono importanti dal punto di 
vista commerciale, vale a dire l’autofertile e allotetraploide Coffea arabica (caffè Arabica) e 
l’autosterile e diploide Coffea canephora (caffè Robusta). Coffea arabica dà una bevanda di 
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qualità nettamente superiore e contribuisce al 70% (Lashermes et al., 1999) della produzione 
mondiale e infatti i caffè Arabica sono venduti ad un prezzo 2-3 volte superiore rispetto a quello 
dei caffè Robusta (Rubayiza e Meurens, 2005). Esistono quindi serie ragioni economiche per 
pretendere una garanzia di autenticità del caffè.  
L’adulterazione del caffè Arabica tramite i caffè Robusta, può essere volontaria o meno e 
attuata nei diversi passaggi della catena di produzione, che va dalla piantagione (esistono infatti 
produttori dell’una, dell’altra o di entrambe le specie) alla bevanda in tazza e quindi, si rende 
necessaria l’autenticazione dei chicchi di caffè verde, per quanto riguarda le esigenze delle 
aziende di torrefazione e di caffè tostato in chicchi o in polvere, per quanto concerne quelle dei 
rivenditori e dei consumatori. 
Altri contaminanti comunemente utilizzati sono cereali (grano,soia), cicoria, noccioli di datteri, 
tamarindo, rami delle piante di caffè, zucchero grezzo, etc 
I metodi analizzati per determinare l’autenticità del cibo includono: spettroscopia (UV, IR, 
visibile, di Raman), analisi isotopiche, cromatografia, naso elettronico, PCR, ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), analisi termica e valutazione chemiometrica.  
Esistono pochi studi condotti sul caffè ed i metodi disponibile per la rilevazione di adulterazione 
sono: digital imaging (Sano et al., 2003; Assad et al., 2002), lenti termiche e pH (Fontes et al., 
2006), spettroscopia infrarosso e chemometrica (Briandet et al., 1996), 
voltammogrammetria/chemometrica (Schreyer e Mikkelsen, 2000), microscopia (Smith, 2001) e 
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (Prodoillet et al., 1995), che nella maggior 
parte dei casi non sono stati applicati nell’analisi di campioni commerciali. 
Gli studi dell’adulterazione del caffè sono stati condotti per lo più con lo scopo di distinguere C. 
arabica e C. canephora, utilizzando parametri chimici come il contenuto di diverse sostanze 
quali: alcoli diterpenici (Frega et al., 1995), steroli (Carrera et al. 1998; Valdenebro et al., 
1999), componenti volatili (Bicchi et al., 1997), contenuto in metalli (Martin et al., 1999), acido 
clorogenico e caffeina (Martin et al., 1998), acidi grassi (Martin et al., 2001; Alves et al., 2003), 
tocoferoli e trigliceridi (Gonzales et al., 2001) e amminoacidi (Casal et al., 2001). 
Recentemente, l’adulterazione del caffè brasiliano con grano è stata analizzando considerando il 
contenuto di γ-tocoferolo (Jham et al., 2007). 
L’autenticazione mediante tecniche basate sul DNA è ancora nelle fasi iniziali di sviluppo. Un 
metodo descritto da Spaniolas et al. (2006) utilizza il metodo PCR-RFLP ed è basato su una 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   31 
Introduzione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
SNP presente all’interno di una porzione lunga 251 bp del gene cloroplastico trnL-trnF, che 
contiene un sito di restrizione per l’endonucleasi PsuI. Tutti i caffè arabica non presentano il 
sito di restrizione e danno luogo ad un unico amplificato di 251 bp, mentre i campioni Robusta 
non presentano la SNP e la digestione con PsuI dà origine a due frammenti di 92 e 159 bp. 
1.9 Scopo della tesi 
Il mio progetto di ricerca ha avuto come scopo centrale quello di affrontare il problema 
dell’adulterazione che in molti casi colpisce un prodotto molto influente sul mercato mondiale, 
il caffè. Dal momento che dal punto di vista molecolare, praticamente, non esistono strumenti 
che considerano tali aspetti, questo lavoro propone essenzialmente due metodi di indagine. A) Il 
primo è volto alla distinzione delle due specie di caffè più importanti dal punto di vista 
commerciale, Coffea arabica e Coffea canephora. Da C. arabica si ottiene una bevanda di 
qualità superiore e infatti i caffè ottenuti dalle sue varietà (caffè Arabica) vengono venduti ad un 
prezzo anche tre volte superiore a quelli ricavati da C. canephora (caffè Robusta). Queste 
considerazioni fanno capire il motivo per cui spesso vengono commesse delle vere e proprie 
frodi alimentari, per cui il prodotto può essere venduto con un’etichettatura che non descrive 
correttamente l’identità del prodotto. A fronte di tali problematiche, questo lavoro affronta il 
problema proponendo due strumenti, uno basato su una sequenza nucleare, che permettere di 
distinguere le due specie sia a livello di pianta che di seme, l’altro basato invece su una 
sequenza cloroplastica. Essendo i cloroplasti in copie multiple all’interno della cellula e più 
resistenti a fattori sfavorevoli che in genere tendono a portare alla denaturazione del DNA, 
come ad esempio la torrefazione, questo secondo metodo potrebbe essere anche applicato 
all’analisi di caffè trattato, dopo che ha subito ad esempio la tostatura. 
B) Il secondo metodo di indagine ha come obiettivo quello di caratterizzare, distinguere ed 
identificare le varietà di Coffea arabica. La caratterizzazione delle varietà di arabica è 
importante per diversi motivi, da un lato perché ci permetterebbe di determinare le loro origini e 
la loro storia evolutiva, dall’altro contribuirebbe in modo significativo ai programmi di 
selezione assistita (SAM) e miglioramento genetico. Inoltre, consentirebbe di identificare in 
maniera indiscutibile varietà soggette a brevetto e, non da ultimo, di rilevare possibili frodi o 
sofistificazioni alimentari, soprattutto nel caso specifico di quelle varietà che vengono vendute 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   32 
Introduzione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
come caffè gourmet o specialty coffees a prezzi elevatissimi (come accade per il Blue Mountain 
e il Kona). 
Questa tesi ha quindi lo scopo di proporre metodi di indagine che riguardano il caffè a tutti gli 
stadi di lavorazione, dalla pianta alla bevanda, al fine di introdurre quello che già da tempo 
viene fatto per altri alimenti e che assume sempre maggiore importanza, ossia dei possibili 
metodi e strumenti per una possibile certificazione del caffè (per provenienza, varietà, ecc). 
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2 Materiali e Metodi 
2.1 Campioni di DNA 
I campioni di caffè utilizzati per queste analisi derivano in gran parte dalla Serra del 
Dipartimento di Biologia e da differenti collezioni di germoplasmi o piantagioni situati nei paesi 
maggiori produttori di caffè quali America, Africa e India. 
I campioni utilizzati per le diverse analisi sono elencati in Tabella 2.1 e Tabella 2.. La 
provenienza dei campioni Etiopi è indicata in Figura 2.1. 
 
Tabella 2.1: Varietà di Coffea arabica e ibridi interspecifici (in grassetto) 
Pianta Geneaolgia Provenienza 
Typica Varietà di C. arabica Costa Rica, CATIE 
Bourbon red Varietà di C. arabica Guatemala 
Bourbon VD Mutante di Bourbon Brazil, Patrocinio 
Caturra 2 Mutante di Bourbon Brazil, Patrocinio 
Laurina Mutante di Bourbon Brazil, Patrocinio 
Laurina 2 Variante somaclonale di Bourbon Brazil, Minas Gerais Sao 
Sebastiao Paraiso 
Laurina purpurascens Somaclone di Laurina Brazil, Patrocinio 
Bourbon Tekisic Mutante di Bourbon Guatemala 
Caturra 1 Mutante di Bourbon Costa Rica, CATIE 
Mokka (Kona) Mutante di Bourbon Hawaii 
Maragogype Mutante di Typica Brazil, Patrocinio 
Blue Mountain Mutante di Typica Nepal 
Pacas  Mutante naturale di San Ramon Bourbon Brazil, Patrocinio 
SL 34 Selezione di French Mission Kenya, Mchana Estate Ruiru 
KP 423 Selezione di Kent Tanzania, Mufindi Estate 
SL 28 Selezione di Tanganyika resistente alla siccità Kenya, Mchana Estate Ruiru 
POP F6 Varietà di C. arabica Tanzania, Mufindi Estate 
Etypica Selezione etiope di C. arabica Brazil, Patrocinio 
Tafarikela Sln 4 Selezione selvatica di C. arabica India, Karnataka 
Chikmagalur 
K7 Selzione di French Mission (Moka) Kenya, Mchana Estate Ruiru 
Laurina 26 rev Somaclone di Laurina Brazil, Patrocinio 
Agaro-1 (1-24) C. arabica dall’Etiopia Agaro, Ethiopia 
Agaro-2 (1-24) C. arabica dall’Etiopia Agaro, Ethiopia 
Agaro-3 (1-24) C. arabica dall’Etiopia Agaro, Ethiopia 
Yirga (1-24) C. arabica dall’Etiopia Yirgacheffè, Ethiopia 
Mundo Novo Ibrido naturale Typica x Bourbon Brazil, Patrocinio 
Mundo Novo acaià Ibrido naturale Typica x Bourbon Brazil, Patrocinio 
Catuai 99 Mundo Novo x Caturra Brazil, Patrocinio 
Catuai 144 Mundo Novo x Caturra Brazil, Patrocinio 
Catuai Mundo Novo x Caturra Brazil 
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Pianta Geneaolgia Provenienza 
Catuai yellow Mundo Novo x Caturra Guatemala 
Bourbon Yellow Varietà (Bourbon x Amarelo de Botucatu) Brazil, Campinas, IAC 
Catuai red Varietà (Mundo Novo x Caturra) Costa Rica, CATIE 
Hibrido de Timor (HDT) C. arabica x C. canephora Costa Rica, CATIE 
Catimor Caturra x HDT Brazil, Londrina, Paranà 
Sarchimor 1 Villa sarchi x HDT Costa Rica, CATIE 
Sarchimor 2 Villa sarchi x HDT France, Montpellier, IRD 
Iapar 59 Varietà F4 di Sarchimor  Brazil, Londrina, Paranà 
Tupi Varietà F5 di Sarchimor  Brazil, Patrocinio 
Icatu-56 Somaclone della F4 di Icatu (Bourbon x C. 
canephora retroincrociato x Mundo Novo) 
Brazil, Patrocinio 
Sln.3 (S795) S288 x Kent India, Karnataka 
Chikmagalur 
Sln.5A Devamachy x S881 (C. arabica selvatica da 
Rume Sudan) 
India, Karnataka 
Chikmagalur 
Sln.5B S333 x Devamachy India, Karnataka 
Chikmagalur 
Sln.7 (San Ramon) Sln.7.1 (San Ramon x S795) x Agaro dà luogo 
a Sln.7.2 
Sln. 7.2 x HDT dà luogo a Sln.7.3 
India, Karnataka 
Chikmagalur 
Sln.9 Tafarikela x HDT India, Karnataka 
Chikmagalur 
Sln.12 (Cauvery) Caturra x HDT India, Karnataka 
Chikmagalur 
Aramosa C. arabica x C. racemosa Brazil, Patrocinio 
C. eugenoides Brasile, Londrina IAPAR 
C. canephora T3481t5 Specie Costa Rica, CATIE 
C. canephora T3483t1 Specie Costa Rica, CATIE 
C. canephora T3518t2 Specie Costa Rica, CATIE 
C. canephora T3563t2 Specie Costa Rica, CATIE 
C. canephora T3564t1 Specie Costa Rica, CATIE 
Robusta purpurascens Varietà di C. canephora India, Karnataka 
Chikmagalur 
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Figura 2.1: Provenienze dei campioni Etiopi 
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2.2 Estrazione di DNA  
Il DNA genomico è stato estratto da foglie giovani fresche e liofilizzate con la tecnica basata sul 
CTAB, modificando il protocollo messo a punto da Murray e Thompson (1980) nel modo 
descritto da Tornincasa (2004). 
Il DNA è stato anche estratto da semi con la metodologia descritta da Chang et al. (1993). 
Quest’ultimo protocollo, che è stato messo a punto per l’estrazione di RNA, è stato utilizzato 
per estrarre DNA, sostituendo il LiCl con isopropanolo per la precipitazione. 
In alcuni casi il DNA è stato isolato da embrioni singoli nel seguente modo: 
- Disporre i semi in acqua ON (over night) in modo da reidratarli 
- excidere con una lama l’embrione isolandolo dall’endosperma 
- porre l’embrione sul fondo di un tubo da 1.5 ml 
- aggiungere 100 μl CXG Buffer e 5 μl CXG Enzyme mix (Promega) ad ogni 
campione 
- Incubare a 50°C mescolando continuamente 
- lasciare che la digestione proceda per 2-3 h 
- aggiungere 200 μl Red Blood Lysis Solution (Talent) e incubare 30 min a 68°C 
- se necassario estrarre con un volume di soluzione cloroformio:alcool isoamilico 
24:1 
- purificare il DNA con il kit Cleanmix (Talent) seguendo le istruzioni della ditta 
produttrice. Si tratta di un metodo basato sul legame selettivo del DNA ad una 
matrice ad alta capacità in presenza di un agente caotropico (guanidinio tiocianato). 
La quantizzazione del DNA estratto è stata effettuata utilizzando il fluorometro Qubit 
(Invitrogen). 
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2.3 Distinzione tra Coffea arabica e Coffea canephora 
2.3.1 Metodo basato su una sequenza nucleare 
Le expressed sequence tags (ESTs) sono dei brevi frammenti di DNA trascritti e sequenziati da 
una sequenza di cDNA (mRNA risultante dopo lo splicing) più lunga. 
Il locus EST oggetto di questa tesi (N-AraCan) è stato isolato da una libreria di cDNA-3'-UTR 
di tessuto meristematico di radichetta di Coffea arabica var Bourbon Red, preparata in un 
precedente studio (Del Terra, 2000). In questo caso circa duemila ESTs (Expressed Sequenze 
Tags) erano state clonate nel vettore ‘pcDNAII’ (Invitrogen), sequenziate, assemblate ed 
analizzate tramite BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/BLAST). Successivamente Rovelli (2004) ha sequenziato alcuni cloni di questa 
genoteca per poter disegnare delle coppie di primers che permettessero di trovare polimorfismi 
intra- e interspecifici all’interno di varietà di C. arabica e specie di Coffea attraverso la 
digestione con enzimi di restrizione e successivo sequenziamento. 
Seguendo le linee guida presentate in quest’ultimo lavoro, è stata selezionata una sequenza su 
cui è stata disegnata una coppia di primers utilizzando il software PRIMER3 (Whitehead Institute 
for Biomedical Research, Cambridge, Massachusetts, USA), scegliendo una Tm di 58°C. I 
primers sono stati sintetizzati dalla ditta MWG Biotech. 
La reazione di amplificazione comprende: 
 
Reagente Concentrazione 
Tampone PCR 10X (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 9, 
1% Triton X100) 1X 
MgCl2 2 mM 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 µM ognuno 
Primer forward 200 nM 
Primer reverse 200 nM 
Taq DNA Polimerasi 0.70 U/µl 
DNA 20 ng 
H2O a volume (25 µl) 
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Le PCR sono state condotte nel termociclatore Mastercycle ep gradient S (Eppendorf), secondo 
il seguente programma: 
 
Step Temperatura Durata n° cicli 
    
Denaturazione iniziale 94° C 3' 1 
    
Denaturazione 94° C 25'' 
Appaiamento 58° C* 30'' 
Estensione 72° C 30'' 
35 
    
    
Estensione finale 72° C 10' 1 
 
I prodotti di amplificazione sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio al 2% in 
tampone TBE ICI 1X (Tris-HCl 80 mM, H3BO3 80 mM, EDTA 2,55 mM, pH 8,8), utilizzando 
come marcatore di peso molecolare il 100 bp Ladder (Genenco). 
2.3.2 Metodo basato su una sequenza plastidica 
Come descritto precedentemente, la sequenza del genoma cloroplastico di Coffea arabica è 
lunga 155189 bp e include un paio di ripetizioni invertite di 25943 bp (Samson et al., 2007). 
Esso è stato interamente sequenziato ed è disponibile consultando l’indirizzo web 
http://www.bch.umontreal.ca/ogmp/projects/other/genbank/EF044213.txt. 
Dhingra e Folta (2005) hanno messo a punto un sistema che prevede l’utilizzo di 27 primers che 
permettono l’amplificazione completa di una regione ripetuta invertita del genoma plastidiale 
delle Eudicotiledoni, utilizzando tre cicli di PCR. I primers sono stati disegnati sulle regioni 
conservate del DNA cloroplastico, che fungono da ancore universali. 
Questi sistemi amplificano anche il cpDNA delle Monocotiledoni (Zea mais) delle Pteridofite 
(Equisetum) e di due Gimnosperme (Pinus e Gingko) e sono stati utilizzati con successo anche 
nel caso della fragola (Fragraria x Ananassa) e della pesca (Prunus persica).  
In questa tesi, è stata saggiata la funzionalità di questo sistema sulle due specie C. arabica e C. 
canephora, con lo scopo di rilevare differenze nella regione del genoma cloroplastico 
considerata. 
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La miscela di reazione è stata allestita nel modo seguente: 
 
Reagente Concentrazione finale 
Tampone PCR 10X (500 mM KCl, 100 
mM Tris-HCl pH 9, 1% Triton X100) 1X 
MgCl2 2 mM 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 µM ognuno 
Primer forward 400 nM 
Primer reverse 400 nM 
Taq DNA Polimerasi 0.70 U 
DNA 10 ng 
H2O a volume 
 
Il programma utilizzato per l’amplificazione mediante il primo step di PCR è il seguente: 
 
Step Temperatura Durata n° cicli 
    
Denaturazione iniziale 94° C 4' 1 
    
Denaturazione 94° C 40'' 
Appaiamento 55° C* 40'' 
Estensione 72° C 40'' 
10 
    
Denaturazione 94° C 40'' 
Appaiamento 50° C 40'' 
Estensione 72° C 40'' 
25 
    
Estensione finale 72° C 7' 1 
 
La temperatura di appaiamento nel primo caso (*) decresce di mezzo grado ad ogni ciclo, da 
55°C a 50°C. Nel caso in cui il primo step di PCR non basti ad amplificare tutti i 27 sistemi, si 
procede ulteriormente con uno o altri due passaggi di PCR. In questo caso, le condizioni 
dell’amplificazione sono le medesime, tranne per la prima temperatura di appaiamento che è di 
52 °C e decresce fino a 47 °C nei 10 cicli.  
I prodotti dell’amplificazione sono stati separati su gel di agarosio al 2% in tampone TBE. 
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Dal momento che alcuni sistemi presentavano delle differenze tra C. arabica e C. canephora, 
come si vedrà nella prossima sezione, i prodotti di amplificazione sono stati digeriti con alcuni 
enzimi di restrizione (NEB), il cui sito di riconoscimento comprende 4 bp, in modo che la 
probabilità di trovare un sito di restrizione fosse di 1/256 bp (1/4n). Infatti, se il sito di 
riconoscimento comprendesse un numero maggiore di basi, la probabilità di trovare un sito di 
restrizione sarebbe troppo bassa (1/1024 per 5 bp; 1/4096 per 6 bp). Sono stati saggiati 10 
enzimi di restrizione (Tabella 2.2). 
 
Tabella 2.2 Enzimi di restrizione utilizzati per la digestione 
Enzima di restrizione (NEB) Tampone (NEB) Incubation Temp. 
AluI 2 37° 
BfaI 4 37° 
DpnII U 37° 
HhaI ( +BSA) 4 37° 
HpaII 1 37° 
MboI 3 37° 
MspI 2 37° 
NlaIII (+BSA) 4 37° 
RsaI 1 37° 
Tsp5091 1 65° 
 
La reazione di digestione è stata effettuata nelle seguenti condizioni per ottenere un volume 
finale di 6 µl: 
 
Reagente Volume utilizzato (µl) 
senza BSA 
Volume utilizzato (µl) 
con BSA 
Prodotto di PCR 5 5 
Enzima di restrizione 0.7 0.7 
Buffer (NEB) 0.7 0.7 
10x BSA (NEB) / 0.07 
H2O 0.6 0.53 
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La miscela è stata incubata a 37°C for 15 ore (tranne per l’enzima di restrizione Tsp5091, per 
cui l’incubazione è stata a 65°C per 18 ore). La reazione di digestione è stata disattivata con un 
trattamento a 65°C per 20 minuti. I prodotti della digestione sono stati successivamente separati 
mediante corsa su gel di agarosio all’1.2% in tampone TBE ICI 1X, utilizzando come marcatore 
di peso molecolare il 100 bp Ladder (Genenco). 
Il passaggio successivo è stato quello di sequenziare i prodotti di amplificazione che hanno dato 
profili di restrizione diversi tra le due specie di caffè. La reazione di sequenza è stata effettuata 
presso il BMR Genomics (spin off dell’università di Padova, www.bmr-genomics.it). 
2.4 Caratterizzazione varietale di C. arabica mediante i microsatelliti 
2.4.1 Costruzione e arricchimento della libreria genomica 
Una libreria genomica è stata costruita a partire dal DNA genomico di C. arabica var. Bourbon 
Tekisic (Tornincasa, 2004; Tornincasa et al., 2006). La libreria è stata arricchita in 
oligonucleotidi biotinilati del tipo (ACA)15, (AGA)15, (CAT)15, (CTA)15 (GA)20, (CA)20 
seguendo il protocollo descritto da Zane et al (2002) modificato come segue. 
Il DNA genomico è stato digerito con gli enzimi di restrizione HaeIII, AluI and RsaI (NEB) e i 
prodotti della digestione con dimensioni comprese tra 500 e 800 bp sono stati isolati da gel di 
agarosio. I frammenti sono stati legati ad un adattatore contenente il sito di restrizione per 
l’enzima EcoRV. L’arricchimento della libreria è stato effettuato con sferette paramagnetiche 
coniugate alla streptadivina (Promega) che hanno la capacità di legarsi agli oligonucleotidi 
biotinilati. L’amplificazione mediante PCR dei frammenti selezionati è stata ottenuta 
disegnando i primers sugli adattatori. I prodotti di PCR purificati sono stati legati al sito EcoRV 
del vettore plasmidico pZErO®-1 (Invitrogen) e utilizzati per trasformare cellule 
elettrocompetenti DH10B. I cloni sono stati selezionati in maniera casuale e gli inserti 
direttamente sequenziati. 
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2.5 Amplificazione e analisi dei microsatelliti 
Le coppie di primers fiancheggianti i microsatelliti sono state disegnate utilizzando il software 
PRIMER3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, Massachusetts, USA) 
scegliendo una Tm di 60°C. Tutti i primers sono stati sintetizzati dalla ditta MWG Biotech. 
Per l’analisi è stato utilizzato un sistema a tre primers descritto per la prima volta da Schuelke 
(2000), che coinvolge due primers locus-specifici e un primer universale (KS) complementare 
ad un frammento costante, marcato con un fluorocromo. Al fine di ridurre il numero di analisi, 
rendendo possibile la lettura di più campioni contemporaneamente, sono stati utilizzati tre 
diversi fluorocromi: 1) 2’,7’-dimethoxy-4’,5’-dichloro-6-carboxyfluorescein, JOE; 2) 6-
carboxy-X-rhodamine, 5-FAM; 3) N,N,N’,N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamine, TAMRA. 
Il frammento costante KS (5’-TCGAGGTCGACGGTATC-3’) è stato aggiunto all’estremità 5’ 
di ogni primer forward. l’amplificazione dei loci microsatelliti è stata effettuata mediante 
touchdown PCR (Hecker and Roux 1996). La miscela di amplificazione è stata allestita come 
segue: 
 
Reagente Concentrazione finale 
Tampone 10X (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 9, 
1% Triton X100) 1X 
MgCl2 2 mM 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 µM ognuno 
Primer forward 16 nM 
Primer reverse 20 nM 
Primer fluorescente 40 nM 
Taq DNA Polimerasi 0.70 U/µl 
DNA 20 ng 
H2O a volume 
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Le PCR sono state condotte nel termociclatore Mastercycle ep gradient S (Eppendorf), secondo 
il seguente programma: 
 
Step Temperatura Durata n° cicli 
    
Denaturazione iniziale 94° C 4' 1 
    
Denaturazione 94° C 35'' 
Appaiamento 59° C* 40'' 
Estensione 72° C 1'' 
6 
    
Denaturazione 94° C 30'' 
Appaiamento 54° C 30'' 
Estensione 72° C 35'' 
32 
    
Estensione finale 72° C 30' 1 
 
La temperatura di appaiamento nel primo caso (*) decresce di un grado ad ogni ciclo, da 59°C a 
54°C 
I prodotti di amplificazione sono stati separate su gel di acrilammide al 6% utilizzando il 
sequenziatore ABI 373A e gli alleli identificati per mezzo del software GENESCAN 672 software 
(Perkin Elmer, 1993) in riferimento al marcatore di peso molecolare ROX 2500, 5-
carboxyfluorescein (ABI Prism). 
Per la ricerca di polimorfismi dei microsatelliti, i primers sono stati analizzati due incroci 
(Sarchimor T5296t5 x Etiopica-6 e Caturra x Ethiopica-30) e otto varietà commerciali. Del 
primo incrocio si avevano a disposizione 17 individui di generazione F1 e 41 individui di 
generazione F2 ottenuti dall’autoincrocio di un individuo F1, mentre del secondo incrocio si 
disponeva di una generazione F2 di 96 individui (Tornincasa, 2004). Le varietà commerciali si 
sono invece scelte considerando provenienze e pedigrees più diversi possibile, in modo da 
ottenere il numero più alto di marcatori polimorfici. Esse comprendono infatti tre piante, una 
prelevata da ognuna delle tre popolazioni provenienti dalla regione etiopica Agaro (Indicate 
come Agaro-1, Agaro-2 ed Agaro-3), una pianta dalla regione etiopica Yirga, tre varietà 
americane (Bourbon Tekisic, Catuai e IAPAR 59) ed una varietà indiana, Sln 3. 
 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   44 
Materiali e metodi 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
2.6 Analisi dei dati 
Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando il programma TETRASAT, sviluppato per l’analisi 
SSR negli allopoliploidi (Markwith et al. 2006). I dati sono stati inseriti come singoli genotipi 
individuali. Per ogni locus, i genotipi che mostravano un singolo allele sono stati considerati 
come omozigoti, mentre le piante con un numero di alleli compreso tra due e quattro sono state 
considerate eterozigoti. A causa dell’origine allotetraploide di of C. arabica, le piante con due 
alleli possono essere veri eterozigoti per un locus (AAAB) o doppi eterozigoti (ABAB) o ancora 
omozigoti per due diversi alleli di due loci omeologhi (AABB). Si è deciso di considerare questi 
casi come eterozigoti, essendo consapevoli del fatto che ciò potrebbe comportare una 
sovrastima dell’eterozigosità, anche se di piccola entità. 
L’eterozigosità attesa di Hardy-Weinberg (He), che indica la proporzione di loci che sono attesi 
essere eterozigoti in un individuo (valore tra 0 e 1) e l’indice di diversità di Shannon Weiner 
(H’), che indica l’abbondanza e l’uniformità degli alleli presenti, sono stati calcolati con il 
programma TETRASAT. He è stata poi utilizzata per calcolare il numero effettivo di alleli (ne) 
(alleli con frequenza maggiore che permettono il differenziamento), utilizzando la formula ne = 
1/(1 - He) (Morgante et al. 1994).  
L’equitabilità di Shannon (EH), con valore compreso tra 0 e 1 (1: completa uniformità) è stata 
calcolata dividendo H’ per Hmax (Hmax = ln S, essendo S il numero di alleli di un locus).  
L’eterozigosità osservata dei singoli genotipi è stata ottenuta seguendo il metodo di Bever and 
Felber (1992). Il suo valore è pari a uno meno la probabilità due alleli presi a caso siano identici 
per discendenza (AAAA = 0, AAAB = 0.50, AABB = 0.66, AABC = 0.83 and ABCD = 1). Dal 
momento che in questo caso non è possibile differenziare le condizioni AAAB e AABB, in tutti 
i casi in cui sono stati osservati due alleli è stato scelto il valore medio delle due probabilità 
(0.58). 
L’indice di fissazione di Wright (F), ottenuto come F = 1-Ho/He (Wright, 1951), descrive il 
livello di eterozigosità in una popolazione e, più specificamente, il grado di riduzione di 
eterozigosità dovuta all’inbreeding o alla selezione naturale. Valori medi positivi di F indicano 
alti livelli di omozigosità nella popolazione, mentre popolazioni eterozigoti mostrano valori 
negativi (Hartl and Clark 1997). 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   45 
Materiali e metodi 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
La proporzione di alleli nulli (NA) è stata calcolata come NA = (He - Ho )/(1 + He) (Brookfield 
1996).  
Il PIC (Polymorphism information content) indica quanti alleli possiede un certo marcatore e 
quanto questi alleli si dividono uniformemente. Per esempio, se un marcatore ha pochi alleli o 
ne ha molti, ma solo uno con frequenza elevata, il PIC sarà basso. Questo indice è stato 
calcolato tramite il PIC calculator disponibile on line all’indirizzo 
(http://www.agri.huji.ac.il/~weller/Hayim/parent/PIC.htm).  
Il Potere di discriminazione (D) è una stima della probabilità che due campioni scelti 
casualmente possono essere distinti grazie ai loro profili SSR (Lamboy e Alpha 1998). Questo 
parametro viene calcolato come D = 1-C, essendo C la probabilità di coincidenza o, in altre 
parole, la probabilità che due varietà coincidano per caso in corrispondenza di un locus (C=Σpi2, 
essendo pi la frequenza di genotipi diversi per un dato locus).  
2.7 Relazioni genetiche 
La componente della banca dati che riguarda questo aspetto è stata costruita a partire 
dall’amplificazione del DNA genomico delle varietà di Coffea arabica, che ha permesso di 
ottenere gli alleli corrispondenti per ciascuno dei dodici loci considerati. Analizzando 
contemporaneamente gli alleli propri di ogni pianta viene generata una matrice di distanze 
genetiche basate sulla similarità complessiva che mostrano gli alleli, che non considerano 
aspetti riguardanti la filogenesi o l’evoluzione.  
La matrice delle distanze genetiche costruita sulla base degli alleli polimorfici è stata calcolata 
secondo le regole descritte da Bruvo et al. (2004). 
La matrice viene utilizzata come file di input compatibile con il software NEIGHBOR di PHYLIP 
(Felsenstein, 1989), che permette di ottenere un albero fenetico basato sull’algoritmo Neighbor-
joining, che può essere visualizzato con il programma MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) o 
DRAWGRAM di PHYLIP. 
Tutti questi programmi utilizzati per l’analisi sono stati organizzati a livello informatico in 
modo da ottenere un risultato attendibile e ripetibile in modo molto semplice. 
Infatti, una volta ottenuto il profilo genetico di una varietà (gli alleli risultanti da ogni locus), 
qualsiasi utente può sottoporlo al confronto con la banca dati per ottenere un’immagine 
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dell’albero fenetico, che mostra le relazioni di similarità o di uguaglianza di un campione ignoto 
con le piante già presenti, di cui si conosce l’identità.  
Il sistema bioinformatico utilizzato provvisoriamente, dal momento che successivamente verrà 
migliorato e aggiornato con i nuovi dati che verranno acquisiti nel tempo, è stato messo a punto 
da Simeone Dal Monego. 
Si tratta di un sistema che utilizza e coordina diversi sistemi informatici: 
• MySQL, un Database Management System (DBMS) relazionale. Questo viene 
utilizzato per creare 6 tabelle che raccolgono i dati: 
1. Tabella PLANT: contiene il nome completo delle piante che formeranno il database 
con le rispettive abbreviazioni, dal momento che verranno utilizzati da programmi di 
analisi che accettano in input un numero massimo di caratteri. 
2. Tabella SAT: contiene il nome dei sistemi microsatelliti utilizzati per l’analisi delle 
piante. 
3. Tabella SATELLITE: contiene gli alleli degli amplificati sottoforma di pesi 
molecolari. 
4. Tabella USER: contiene i dati degli utenti che richiedono l’analisi (ditta, coltivatore, 
enti di ricerca, ecc). 
5. Tabella QUERY: contiene i nomi identificativi delle piante di cui si vuole analizzare 
la similarità con le altre piante in database. 
6. Tabella QUERY SAT: contiene il profilo genetico (gli alleli) ottenuti dell’analisi 
delle piante al punto 5. 
• PHP, un linguaggio di scripting. Gli script generano le pagine dinamiche per 
l’inserimento dei dati in database, richiedendo il nome delle query per un dato utente ed 
ottenere tutti i dati ad esse associate (alleli). Inoltre, servono per generare una semplice 
interfaccia per l’immissione dei dati e per ottenere i risultati, contenendo i collegamenti 
per lanciare i programmi Perl. 
• PERL, un linguaggio di programmazione. In questo caso è utilizzato per scrivere: 
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1. un programma utilizzato solo inizialmente per generare il database: crea le 
tabelle e le riempie con i dati che si hanno a disposizione (piante, microsatelliti, 
alleli, ecc), che costituiscono la base contro cui confrontare quelli ignoti; 
2. un programma che serve per aggiungere eventuali nuovi sistemi microsatelliti e 
piante per arricchire il database; 
3. un programma che prepara una matrice di base contenente le distanze genetiche 
calcolate a partire dagli alleli, secondo il metodo descritto da Bruvo et al. 
(2004). Per semplicità, se le piante sono 100, verrà costruita una matrice di 
distanze 100x100; 
4. un programma che considera la matrice 100x100 già presente e vi aggiunge la 
riga e la colonna delle distanze genetiche relative alla nuova pianta query, 
dando luogo ad una matrice 101x101; 
5. un programma che converte questa matrice in un formato compatibile con il 
software PHYLIP per costruire l’albero fenetico, lo esegue e dà come output un 
file in formato ps. Vengono richiamati altri comandi che permettono di 
convertire il file ps in pdf e png per visualizzare l’immagine dell’albero finale. 
Per una conferma dei risultati ottenuti, i dati allelici sono stati analizzati anche con un 
programma diverso, il MICROSATELLITE ANALYSER (MSA) (Dieringer e Schlötterer, 2003), 
scegliendo la proporzione di alleli condivisi (Bowcock et al. 1994) come distanza genetica, 
utilizzando 1000 bootstraps. In questo caso il risultato consiste in mille matrici di distanze dalle 
quali viene calcolato un unico albero fenetico consensus utilizzando i softwares NEIGHBOR e 
CONSENSE di PHYLIP. 
Le relazioni genetiche tra le piante sono state anche rappresentate tramite una PCO (Principal 
Coordinates Analysis) (Backhaus et al. 1989) utilizzando il software GENALEX 6 (Peakall e 
Smouse, 2006). 
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3 Risultati e discussione 
3.1 Distinzione tra Coffea arabica e Coffea canephora 
3.1.1 Metodo basato su una sequenza nucleare 
Le prime sequenze EST (Expressed Sequence Tags) di C. arabica sono state prodotte nel nostro 
laboratorio (Del Terra, 2000) e analizzate da Rovelli (2004). Le ESTs sono dei brevi frammenti 
di DNA trascritti e sequenziati a partire da una sequenza di cDNA (ottenuto dalla 
retrotrascrizione di mRNA risultante dopo lo di splicing) più lunga. Essi rappresentano parti di 
geni espressi e la loro importanza risiede nel fatto che mutazioni in queste sequenze rendono 
conto direttamente delle differenze nel fenotipo delle piante di caffè.  
Il locus EST N-AraCan oggetto di questa tesi è stato isolato da una libreria di cDNA costruita a 
partire da tessuto meristematico radicale di Coffea arabica. La sua sequenza è riportata in basso 
e ed è amplificato dalla coppia di primers indicati in Tabella 3.1. Questi primers permettono di 
amplificare sempre due bande in tutte le varietà di Coffea arabica (230 e 260 bp), una singola 
banda in Coffea canephora (260 bp) ed una singola banda in Coffea eugenioides (230 bp), come 
mostrato in Figura 3.1. Coffea canephora e Coffea eugenioides sono ritenute le due specie 
diploidi progenitrici di Coffea arabica e il risultato ottenuto supporta questa tesi, assieme ad uno 
studio precedente di Lashermes et al. (1999). 
>N-AraCan 
CGTCAAGGGAGGAAAAGAGAAGGGTTTGGAAATGGTTAAGGCTGTTGAGGCTTACCTCCACGCAAATCCTACTGCCT
ACAACTAATTATAATGAATGCTACTGAAGGACTCTTCGACATATTTTCTTCAAGATTGAAGTATAAACTGAGGGTGTC
TGTTTCCTTTTTTGCTTGGTTTGCTTTAAGCTGTTTGGTTGAGTTATTTGCAGCTATGATCATAATATTTGATCGAAGTG
TGCTTTTCTTGCAACCTTTGTATCGTTACAAGGAATAAAATCTTGTTTGGAGCTTT 
 
Tabella 3.1 Primer che amplificano il locus N-AraCan 
Locus Primer Forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) 
N-AraCan TGGAAATGGTTAAGGCTGTTG AGCTCCAAACAAGATTTTATTCCTT 
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Figura 3.1 Amplificazione del locus N-AraCan (1: Aramosa; 2: Coffea arabica var. Caturra; 3: Coffea arabica var. 
Laurina; 4: Coffea eugenioides; 5: Coffea canephora; MM Marcatore di peso molecolare 100 bp) 
 
 
 
Il sequenziamento di questi prodotti di amplificazione rivela che la differenza nell’ampiezza 
delle due bande è dovuta alla presenza di un’inserzione di 30 bp (5’-
ATAATGAATGCTACTGAAGGACTCTTCGAC-3’) (Figura 3.2) 
 
Figura 3.2 Inserzione di 30 bp presente nel frammento di 260 bp 
 
 
 
 
Questo sistema è risultato essere efficace anche per rilevare miscele di caffè Arabica con caffè 
Robusta, come mostrato in Figura 3.3. 
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Figura 3.3 Prodotti di amplificazione mediante PCR di campioni di Coffea arabica e Coffea canephora e di 
miscele di entrambe le specie (1,2,3,4: Campioni di diverse varietà di Coffea arabica; 5,6: Campioni di Coffea 
canephora; 7: Amplificazione su miscela 50% Coffea arabica e 50% Coffea canephora; 8: Controllo su miscela di 
70% Coffea arabica e 30% Coffea canephora; 9: Controllo negativo; MM: Marcatore di peso molecolare 100 bp) 
 
 
 
3.1.2 Metodo basato su una sequenza plastidiale 
I 27 primers (Dhingra e Folta, 2005) sono stati utilizzati per amplificare la regione ripetuta 
invertita del genoma plastidiale di C. arabica e C. canephora con una prima reazione di PCR, al 
fine di individuare delle differenze presenti nelle due piante (Figura 3.4 e 3.5). 
 
Figura 3.4 Amplificazione dei 27 sistemi in C. arabica (A: Arabica, MM: marcatore di peso molecolare 1 kb) 
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Figura 3.5 Amplificazione dei 27 sistemi in C. canephora (R: Robusta, MM: marcatore di peso molecolare 1 kb) 
 
 
La prima reazione di PCR ha permesso di ottenere prodotti di amplificazione per 25 primers 
(92.6%) in entrambe le specie di caffè. Dal momento che non tutti i sistemi hanno dato un 
prodotto di amplificazione, è stata allestita una seconda reazione di PCR utilizzando lo stesso 
primer forward (F) in combinazione con il reverse (R) del sistema successivo, oppure lo stesso 
reverse assieme al forward del sistema precedente.  
In particolare, i sistemi 7 e 26 sono stati amplificati con successo utilizzando le combinazioni di 
primers 7F+8R e 25F+26R, permettendo in questo modo di ottenere un amplificato per ognuno 
dei 27 sistemi e una copertura completa della ripetizione invertita del DNA cloroplastico, come 
mostrato in Figura 3.6. 
 
Figura 3.6: amplificazione dei 27 sistemi C. arabica e C. canephora 
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Confrontando direttamente gli amplificati di C. arabica e C. canephora su gel di agarosio, si 
possono riscontrare piccole differenze per i sistemi 7+8 (indicato in figura con 7), 13, 25 e 
25+26 (indicato in figura con 26). 
Per confermare queste differenze e per trovarne eventualmente altre, si è deciso di digerire gli 
amplificati con 10 enzimi di restrizione che riconoscono come bersaglio una sequenza di 4 bp, 
come descritto nella sezione precedente, amplificando il DNA di C. canephora con il sistema n. 
19 (Figura 3.7). 
 
Figura 3.7 Digestione mediante enzimi di restrizione del sistema n. 19 (1: Alu I; 2: Bfa I; 3: Dpn II; 4: Hha I; 5:  
Hpa II; 6: Mbo I; 7: Msp I; 8: Nla III; 9: Rsa I; 10: Tsp 5091; MM: marcatore di peso molecolare di  100 bp. 
 
 
Gli enzimi di restrizione DpnII e MspI sono stati scelti per digerire i prodotti di amplificazione 
dei 27 sistemi utilizzati nell’amplificazione di C. arabica e C. canephora (Figura 3.8).  
 
 
 
 
 
 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   53 
Risultati e discussione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
Figura 3.8 Confronto tra i prodotti di digestione degli enzimi DpnII e MspI dei prodotti di amplificazione del sistema 
n. 19 in C. arabica e C. canephora 
 
 
 
 
 
Dal momento che i sistemi n. 15 e 25 mostrano delle chiare differenze tra Arabica e Robusta, 
mentre per quanto riguarda i sistemi n. 7+8, 13 e 10 i risultati sono ambigui, si è deciso di 
ripetere l’analisi per questi ultimi (Fig. 3.9). 
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Figura 3.9 Digestione con gli enzimi DpnII e MspI dei sistemi 7+8, 10, 13, 15, 25 e 25+26 in Robusta e Arabica 
 
 
 
Chiare differenze sono state osservate nel caso dei sistemi 7+8, 10, 13 digeriti con l’enzima 
MspI e nel n. 25 digerito con DpnII. I prodotti di amplificazione ottenuti per Robusta 
amplificata con i sistemi 7+8, 13 e 25 sono stati sequenziati e confrontati con la sequenza 
completa del genoma plastidiale di C. arabica.  
Differenze significative tra Arabica e Robusta sono state ottenute sequenziando il sistema n. 25, 
come mostrato successivamente: 
 
Sequenza di Arabica:  
 
>P-AraCan 
TCACAAAATAAAAAGAAAAGCCATTCCATTTCGACAAAAGACCGACACCCAAGTTCCATAGCTTTTGGTCCGCTATC
CCCACCATTCTACCCCCAGAGGGAAGGGTACTTCCCCCTTGGGCCGGTTGTGGGCGAGGAGGGATTCGAACCCCCGA
CACCGTGGTTCGTAGCCACGTGCTCTAATCCTCTGAGCTACAGGCCCCACCTCGTCTCCACTGGATATGTTACCGGGA
GTACCCTCAAAAAAGGGACTCCTCTCCCCAGCCATTTCGGGTTAAGAAGATGTGAAAGCGCGTTTATCTCTATAAGA
ACGGTGCGTTCCGAGGTGTGAAGTGGGAGAGAAGGGATGTCATAATTGGGGTTTTGAATAAGACGACCTTTTTCTTTT
TCATTTTTTCGTTTTCATATATTGAAAAAGTAATAAGTTTTCGTTTTCATATATTGAAAAAGTAATAAGTTTTCGTTTTC
ATATATTGAAAAAGTAATAAGAATGAGAGGTCTTAAGCTTTTTATCATCCTGGCGTCGAGCTATTTTTCCGCAGGACC
TCCCCTACAGTATCGTCACCGCAGTAGAGTTTAACCACCAAGTTCGGGATGGATTGGTGTGGTTCCTCTACGCCT 
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Sequenza di Robusta  
GGGAGTACCCTCAAAAAAGGGACTCCTCTCCCCAGCCATTTCGGGTTAAGAAGATGTGAAAGCGCGTTTATCTCTAT
AAGAACGGTGCGTTCCGAGGTGTGAAGTGGGAGAGAAGGGATGTCATAATTGGGGTTTTGAATAAGACGACCTTTTTCT
TTTTCATTTTTTCGTTTTCATATATTGAAAAAGTAATAAGAATGAGAGGTCTTAAGCTTTTTATCATCCTGGCGTCGAGC
TATTTTTCCGCAGGACCTCCCCTACAGTATCGTCACCGCAGTAGAGTTTAACCACCAAGTTCGGGATGGATTGGTGTG
GTTCCTCTACGCCTAGGACACCAGAATATCGAATCCTGAACGAAGAAAGGCATGAGAGAAAAGTATATTGGCTAGTG
ATTATGAGGTCCCAATTCTTGACTGGGGGGGACACCAAAGGCCTCTGCCCTTCCATCCCTTAGATAGAGAGGGAGGG
CGGAGCTTTTGGTTTTTTCATGTTGTCAAAGAGTTGAACAATGTTTTTTCATGTTGTCAAAGATTTGAACAATGAAAAT
AGATGGCGAGTGCCTGATCGAATTGATCAGGTCATGTAGGAACAAGGTTCAAGTCTACCGGTCTGTTAGGATGCCTC
AGCTGCATACATCACTGCACTTCCACTTGACACCTATCGTAATGATAAACGGCTCGTCTCGCCGTGACCTTCTCTTGA
ATTCTCAAAACTTCTGTCGCTCCATCCCCGCAGGGGCAGAGAACCCGTCGCTGTCTCG 
 
La differenza consiste nel numero di ripetizioni di un monomero di 32 bp (minisatellite), che in 
Robusta è in singola copia, mentre Arabica, in questo caso ne presenta tre. 
Per analizzare la variabilità di questo locus (P-AraCan), è stata disegnata una coppia di primers 
fiancheggianti questa ripetizione (Tabella 3.2), indicati in corsivo e sottolineati nel tratto di 
sequenza. 
 
Tabella 3.2 Sequenze dei primers relativi al locus P-AraCan 
Locus Primer Forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) 
P-AraCan TTGGGGTTTTGAATAAGACGA ACGCCAGGATGATAAAAAGC 
 
Questo locus è stato amplificato nelle varietà commerciali e nelle prime 10 piante di ognuna 
delle quattro popolazioni etiopi di Arabica, in Robusta e in C. eugenioides e può essere 
utilizzato per stabilire quale sia il genitore materno nel caso degli ibridi, dal momento che i 
cloroplasti sono ereditati esclusivamente per via materna. I prodotti di amplificazione ottenuti 
possono essere suddivisi in quattro categorie (Figura 3.9): 
• Una ripetizione (1x, circa 105 bp) in: Aramosa, C. canephora 1, C. canephora 2, C. 
canephora 3, C. canephora 4, C. canephora 5.  
Tutti gli esemplari di C. canephora presentano una singola ripetizione del monomero. 
Aramosa è un ibrido interspecifico tra C. arabica e C. racemosa e questo esperimento 
prova che Arabica non è il genitore materno. 
• Due ripetizioni (2x, circa 137 bp) in: Agaro 1, Agaro 2, Agaro 3 (per ognuno di questi 
tre gruppi, sono state selezionate le prime 10 piante delle 24 che si avevano a 
disposizione, come descritto in Tabella 2.1), Sln 7.3, Coffea eugenoides.  
Sln 7.3 è una selezione indiana di Arabica, ottenuta attraverso i seguenti incroci:  
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San Ramon x S795 che dà luogo a Sln. 7.1 
Sln 7.1 x Agaro che origina  Sln. 7.2 
Sln. 7.2 x HDT per ottenere Sln. 7.3  
Il risultato dell’analisi indica che nell’incrocio Sln 7.1 x Agaro, quest’ultima, che è una 
varietà etiope, potrebbe essere stata il genitore femminile. 
Anche Coffea eugenoides contiene due ripetizioni, confermando ancora una volta 
l’ipotesi che essa potrebbe essere coinvolta nell’origine di C. arabica, in particolare 
come suo progenitore femminile. 
• Tre ripetizioni (3x, circa 169 bp) in: Caturra 239, BLC, Bourbon Red, Bourbon Tekisic, 
Bourbon VD, Catuai, Catuai Yellow, Catuai 144, Catuai 99, Catuai Red, 
BourbonYellow, Bourbon Red, Typica, Ibrido di Timor, ICATU 56, K7, KP 423, 
Laurina 26Rev, Laurina, Laurina purpurascens, Maragogype, Mundo Novo Acaia, 
Pacas, POP F6, SL34, Sln. 5A, Sln. 9, Sln. 3, Sln.12, Catimor, IAPAR 59, Sarchimor 1, 
Tupi, Yirga 1, Yirga 2, Yirga 3, Yirga 5, Yirga 6, Yirga 7, Yirga 9, Yirga 10. 
Molto probabilmente queste varietà commerciali, che sono le principali varietà Centro - 
e Sud – Americane, hanno un’origine comune. 
• Quattro ripetizioni (4x, circa 201 bp) in: Etypica, Sln 5B, Tafarikela, Yirga 4, Yirga 8. 
Sln. 5A e 5B sono varietà indiane. La prima è stata ottenuta da un incrocio tra 
Devamachy e un’Arabica selvatica proveniente da Rume Sudan, mentre Sln. 5B deriva 
da un incrocio tra Devamachy e S333. Sln. 5B mostra il monomero ripetuto quattro 
volte, come le altre varietà etiopi contenute in questo gruppo, indicando un eventuale 
coinvolgimento di queste ultime nelle sue origini. Diversamente, Sln 5A presenta tre 
ripetizioni del monomero, come la maggior parte delle varietà commerciali americane. 
Da ciò si può concludere che, probabilmente, è stato commesso un errore nel 
campionamento di queste due varietà, come emergerà anche nelle analisi successive con 
i microsatelliti. 
Il locus P-AraCan non viene amplificato nei campioni Mundo Nuovo e SL28, probabilmente 
per la presenza di mutazioni nella regione di appaiamento dei primers. 
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Figura 3.10 Confronto dei prodotti di amplificazione del locus plastidiale in caffè Arabica e Robusta (1-5 Campioni 
di Coffea arabica: Etypica, Tafarikela, Sln.5B, Yirga4 e Yirga8 con quattro ripetizioni del monomero, 201 bp; 6-10 
Campioni di Coffea arabica: Caturra, Bourbon VD, Catimor 144, Typica, HdT con tre ripetizioni del monomero, 169 
bp; 11-15 Campioni di Coffea arabica: Agaro1, Agaro2 e Agaro3 con due ripetizioni del monomero, 137 bp; 16-20 
Campioni diversi di Coffea canephora con singola ripetizione del monomero, 105 bp; MM Marcatore di peso 
molecolare 100 bp) 
 
 
La figura 3.11 mostra i prodotti di amplificazione in diversi campioni commerciali di cui, in 
molti casi, non si conosce la composizione. Si può vedere come, nel caso di prodotti venduti 
come caffè Arabica, l’analisi confermi quello che afferma l’etichetta. Negli altri campioni 
considerati, di cui la composizione non è resa nota sulla confezione, si può vedere come essa 
vari da Arabica e Robusta pure a miscele delle due. 
 
Figura 3.11 Prodotti di amplificazione del locus plastidiale in diversi campioni commerciali (1: Controllo di Coffea 
arabica; 2,3 Controllo di Coffea canephora; 4-7 Campioni commerciali venduti come Coffea arabica; 8-12 Campioni 
commerciali di cui non è specificata la composizione sulla confezione; MM Marcatore di peso molecolare (50 bp) 
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3.2 Analisi di varietà di Coffea arabica 
3.2.1 Sviluppo dei microsatelliti 
Dalla libreria genomica arricchita in microsatelliti (Tornincasa, 2004; Tornincasa et al., 2006) si 
sono raccolti circa 1700 cloni, di cui ne sono stati sequenziati circa 800. Dopo assemblamento 
per rimuovere le sequenze ridondanti, sono state ottenute circa 400 sequenze uniche, 287 delle 
quali sono state ritenute adeguate per il disegno di primers. Novantasette primers hanno 
permesso di ottenere un prodotto di amplificazione tramite reazione PCR. La ricerca di loci 
polimorfici è stata anche estesa ad altri primers presenti nella nostra banca dati, ottenuti da 
lavori precedenti (Vascotto et al., 1999), analizzando un totale di 192 primers. L’analisi 
effettuata sulle discendenze F1 e F2 dei due incroci, Sarchimor x Etiopica-6 e Caturra x 
Ethiopica-30 e sulle otto varietà commerciali scelte in base alla loro diversa provenienza e 
pedigree (Iapar 59, Catuai 199, Bourbon Tekisic, Sln 3, Yirga, Agaro 1, Agaro 2 e Agaro3, 
presenti in Tabella 2.1) ha dato luogo a 41 loci microsatelliti che presentavano polimorfismi 
certi.  
Di questi microsatelliti polimorfici, ne sono stati scelti dodici (Tabella 3.3, in grassetto) che 
hanno mostrato un elevato grado di polimorfismo e sono stati impiegati per ottenere prodotti di 
amplificazione mediante PCR in tutte le varietà commerciali di Coffea arabica presenti nella 
nostra banca dati.  
Questi dodici microsatelliti hanno infatti permesso di differenziare quasi tutte le varietà 
commerciali. I rimanenti 29 loci microsatelliti vengono utilizzati per la discriminazione nel caso 
che due varietà siano molto simili tra loro e i 12 non bastino per distinguerle.  
Nella sezione 3.2.6 sono riportate le sequenze dei 40 cloni contenenti i loci microsatelliti. Un 
clone, in particolare SAT-03-A06 presentava due microsatelliti, per cui sono state disegnate due 
coppie di primers aventi lo stesso forward, mentre i riverse sono diversi, indicati con SAT-03-
a06a e SAT-03-A06b. 
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Tabella 3.3 Sequenze delle 41 coppie di primers 
Locus Primer Forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) 
SAT-11-A03 TGCACCCTTCAAGATACATTCA GGTAAATCACCGAGCATCCA 
SAT-09-B05 CGAGTTGACGAGGAACAGC GCAGCGACAGACGGTAAC 
SAT-09-C08 TGCTTGGTATCCTCACATTCA ATCCAATGGAGTGTGTTGCT 
SAT-02-G09 GGATTGGGAGGTCTGAAAGTC ATGCATGCGTATCTGTGATCAA 
SAT-03-A06a CATGCCATCATCAATTCCAT CTAGCTAGCTGGATCAGTACCC 
SAT-03-A06b CATGCCATCATCAATTCCAT TTACTGCTCATCATTCCGCA 
SAT-13-B01 AGCATTTCCCATTACCAGTTT CACCACCGTCCATATCATGT 
SAT-12-B05 TGAAGCCTATACTTCCAGAGTGG GTTGAGCATTGGTTGCACTG 
SAT-10-A06 CCAACCAAAGCCACAAATG CTAGCTTTAATATAACTTTTTAGCT 
SAT-10-E02 CTTGTGATTTATGATGTGCAACAG TCCAGCAATGTTCGGTCTAA 
SAT-11-E05 CGAATCATGTTGCTGAAATCAC CTGTATCTGGCTCCCTTCCA 
SAT-03-E10 GTATTGAATCTTGTTATGAATTTGG TTCAGGGAGGCAATGAAACT 
SAT-01-G10 GCATGTGCTTTTTGATGTCGT GCATACTAAGGAAATTATCTGACTGCT 
SAT-02-A04 GTGGAGCAGTTGAGCAAACA AGACTAACAGCACACCGCTTC 
SAT-12-C03 GAACTTTACCCAGGAGCTTCG GAAAGTAAATGCTTGGCCTCA 
SAT-11-D08 TCATTTATTGTTTACCTAGTGCAAGT ACCCGTATCTTCTCCTATGCTG 
SAT-11-F05 GTCAATATGTGCAATTCATGGAA AAGGTTTGCTAGTTGCCCTTG 
SAT-11-E07 TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG 
SAT-10-C01 AAGCACAGAGGCACAAGAGC TTCCTTTCCAGGTGGACATT 
SAT-10-H10 GCTGGCAACTAGCAACTAACAA ACAACCCACAACCCTAACCA 
SAT-10-E12 TCCATAACAACAGCCCTTCTCT GCAGTCATGCAGAAATCCAG 
SAT-11-G03 AGCCAAAGGTGCTGTCCT CTATGCCACTGAATCCCAAT 
SAT-10-B04 GCACTCGCACTCCTCCTTAC GCGTCATACCTCTGATCCAA 
SAT-10-F04 ATGCTTCACTTCCTTCACCA AGGCAGTAGCGTCAAGAGGA 
SAT-09-D02 ATTGGAAGATTGTTCGAGGTTTACA TGTGACGACTAAGGACCAGGT 
SAT-02-H11 AGCAACTCCAGTCCTCAGGT TGGAAGCCCGCATATAGTTT 
SAT-10-D05a TCCTTCGACCACCTAACACC GACGGACTATTCGAGCCAGT 
SAT-10-C04 CATCCCAACATTGTCCGATT AACCTTACACGCACCCTACC 
SAT-14-E10 TGACCTTGAGATGATGCTTG GACTTGACGGATGGTTGCT 
SAT-09-C05 GGCACTACCACATCTTTCTGTT CACGCCTACCTTAGCATCC 
SAT-09-E04 AAAGGACCGAGTATATGCGATA GCAAGCACAAGTGGTATGTGA 
SAT-12-C11b TCCCTTAACTATAGCATAATATGG AAGAAGTACAGCCGGAAAGC 
SAT-10-E06 TCAGGGATATGCGATCAAAG GCATTGATTAAGGACATGATGG 
SAT-12-E11 TCTCGATCTAGCTCCGATGC TACCTCTGACACCGCCATC 
9TG38 AGAGCCCTCTTCTTGAGGC ACAATTCTTGGCTTCCTGGT 
7TG6 CTTAATCGGACGAAATGTGC ATGGCAAAGAAAGGAGCTG 
8TG27 TCTTCCACCGTTCTGACTTC TCTGCAGCAACATAGATAGCA 
10TG25 CCTCAAGCTGTCGGCTAGT GGCTGACAACCTTTGAGGTA 
9TG100 GACAGAAAGAATGGGGTTCA ACATTGGTTTCCCTCCAACT 
8TG9 TGGAAAAAGATGTAACCTGGA GGTTTGGTTCAATGAGGACA 
SAT-09-D03 AAGGCTTCGAGCTCTTCAG CGATTAGGAAACCATAATATCCA 
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Le caratteristiche di 12 microsatelliti, quali il tipo di ripetizione e gli intervalli delle dimensioni 
degli alleli riscontrati nelle piante commerciali di caffè provenienti da America, India e Africa, 
sono indicati in Tabella 3.4. 
L’origine e l’evoluzione dei microsatelliti non sono ancora del tutto conosciute. Si presume che 
essi si formino da eventi mutazionali singoli o multipli, come ad esempio la ricombinazione dei 
cromatidi, la duplicazione durante la replicazione, la sostituzione di basi, fenomeni di 
inserzione/delezione. (Gupta et al, 1996; Zane et al., 2002). Le ripetizioni dinucleotidiche più 
frequenti nelle piante sono (AT)n, seguita da (AG)n e (AC)n (Gupta et al., 1996). In accordo con 
Kutil e Williams (2001), i microsatelliti composti, formati cioè da ripetizioni diverse del tipo 
(CT)n(CA)n, sono meno comuni rispetto ai microsatelliti perfetti, dati da un singolo monomero 
ripetuto. Come si può notare dalla Tabella 3.4, tre dei dodici microsatelliti polimorfici sono 
formati da due ripetizioni diverse. Una frequenza simile di questa tipologia di microsatelliti 
altamente polimorfici è stata riscontrata anche nelle conifere (genere Pseudotsuga) da Slavov et 
al. (2004). 
 
Tabella 3.4 Caratteristiche dei 12 loci microsatelliti 
Locus SSR 
Tipo  
di ripetizione 
Ampiezza 
attesa (in bp) 
Intervallo osservato 
Differenza 
nell’ampiezza (in bp) 
SAT-02-G09 (GA)14 232 225-271 46 
SAT-03-A06a (CT)11 150 148-170 22 
SAT-09-B05 (CT)12 317 307-341 34 
SAT-11-A03 (CT)13 254 244-276 32 
SAT-11-E05 (CT)10(CA)13 237 225-237 12 
SAT-03-A06b (TG)5 280 282-322 40 
SAT-09-C08 (CT)18 207 190-219 29 
SAT-03-E10 (CA)9(TC)11 301 290-344 54 
SAT-13-B01 (CA)13 234 216-242 28 
SAT-10-A06 (CA)16(TA)6 236 209-243 34 
SAT-10-E02 (CA)8 312 300-348 48 
SAT-12-B05 (GA)11 268 260-276 16 
 
E’ stata osservata un’ampia variazione della dimensione degli amplificati e la differenza tra 
l’allele più grande e quello più piccolo varia tra un minimo di 12 e un massimo di 54 bp. Se le 
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dimensioni di tutti gli alleli ottenuti dall’analisi dei 12 loci vengono disposte in ordine crescente, 
si nota che il 34% degli alleli adiacenti differiscono per una base, il 48% per due basi e il 18% 
per più di due basi. 
3.2.2 Analisi degli indici di variabilità genetica 
I 12 loci utilizzati per analizzare tutte le 139 piante disponibili in banca dati hanno permesso di 
ottenere un totale di 111 alleli nei campioni commerciali di caffè provenienti da America, india 
e Africa. Tutti i microsatelliti sono risultati essere polimorfici nei campioni provenienti da 
America, India ed Etiopia, tranne il locus SAT-11-E05, che inaspettatamente si è rivelato 
monomorfico nelle 24 piante provenienti dalle regione etiopica Yirga. 
La distribuzione delle frequenze alleliche è riportata in Figura 3.12. 
 
Figura 3.12: Distribuzione delle frequenze dei 111 alleli trovati nei 137 campioni di Coffea arabica. 
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Considerando tutti i campioni, il numero di alleli per locus varia da un minimo di 6 a un 
massimo di 19, con un valore medio di 9.3 se si considerano tutte le provenienze, mentre il 
numero varia tra 4.0 e 5.1 nelle singole popolazioni (Tabella 3.5). 
Dei 111 alleli totali, si è visto che 61 sono ‘privati’, ossia propri di una sola popolazione, 23 
sono ‘fissi’, presenti in tutte le popolazioni analizzate e 11 sono in comune nella maggior parte 
dei campioni. Sedici alleli risultano meno comuni e condivisi da poche popolazioni. Tra i 61 
alleli privati totali, 47 (77%) mostrano una frequenza minore di 0.1, risultando quindi alleli rari. 
Nelle popolazioni americana ed indiana, tutti gli alleli privati sono rari. Il numero di alleli 
privati nelle singole popolazioni varia all’interno di un intervallo ristretto compreso tra 5 e 8. 
Dei 61 alleli privati, 46 (75%) sono presenti soltanto nelle popolazioni etiopi (Tabella 3.5). Gli 
alleli privati costituiscono circa il 49% di tutti gli alleli presenti nelle popolazioni etiopi. Tra i 
46 alleli privati trovati nella totalità delle popolazioni etiopi, 25 (54%) si sono rivelati specifici 
di una data popolazione e 21 (46%) sono stati riscontrati in più di una popolazione. Le 
popolazioni americana ed indiana contribuiscono rispettivamente con il 13 e l’11.5% del 
numero totale di alleli privati. La percentuale degli alleli privati in ogni popolazione varia da 9 
(Yirga) a 14 (americana). 
La distribuzione delle frequenze alleliche risulta non molto regolare, come si verifica anche in 
altre specie vegetali, in particolare in Pithecellobium elegans Duke (Chase et al., 1996). 
Un’elevata ricchezza allelica è stata ricontrata nei campioni etiopi, dal momento che in essi si 
trovano ben 93 alleli dei 111 (84%) totali, tra i quali sono compresi 46 (75%) alleli privati, di 
cui il 70% sono rari. 
Il numero totale di alleli per ogni locus è indicato in Tabella 3.5, da cui si evince che il numero 
medio di alleli per locus varia tra 2.3 e 7.8. 
Anche se le dimensioni delle popolazioni variano da 7 (Indiana) a 29 (Americana), il numero di 
alleli per locus per popolazione varia tra 4.0 e 5.1, con una media complessiva di 4.7 alleli per 
locus. Tra le quattro popolazioni etiopi, è stata riscontrata una bassa variabilità nel numero di 
alleli per locus.  
Gli indici che descrivono la diversità genetica, come il numero di alleli effettivi (ne), 
l’eterozigosità attesa (He) e l’eterozigosità osservata (Ho) sono stati calcolati sia per le singole 
popolazioni, sia per ognuno dei 12 loci e sono riportati rispettivamente nelle Tabelle 3.6 e 3.7. 
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C. arabica è un allotetraploide segmentale ed è quindi eterozigote di default. L’eterozigosità è 
mantenuta dai due genomi omologhi, anche se essi presentano dei tratti in comune. Dai risultati, 
si vede come i valori di He e Ho variano all’interno di un intervallo ristretto (0.52-0.61 e 0.54-
0.60 rispettivamente) nelle diverse popolazioni. Questo risultato è in accordo con quanto 
descritto da Cole (2005) nel pioppo, il quale sostiene l’indipendenza di questo parametro dalla 
dimensione del campione, diversamente da altri indici come il numero di alleli. L’eterozigosità 
attesa (He) varia ampiamente considerando i singoli loci (tra 0.12 e 0.73, con un valore medio 
pari a 0.57), mentre se si considerano le singole popolazioni, essa varia all’interno di un 
intervallo ridotto, tra 0.52 e 0.61. Il valore medio dell’eterozigosità osservata (Ho), pari a 0.57 
risulta essere simile al valore medio dell’eterozigosità attesa. Valori bassi di eterozigosità (sia 
He sia Ho) sono stati osservati solo per i sistemi SAT-11-E05 e SAT-09-C08, dovuti alla 
frequenza elevata di uno o due alleli a livello di questi loci. Situazioni simili di bassa 
eterozigosità sono state osservate anche nel pioppo (Cole, 2005). 
Il numero medio di varianti alleliche per locus (9.3), l’eterozigosità attesa media (0.57) e 
l’eterozigosità osservata media (0.57) presentano valori elevati che sono paragonabili a quelli 
ottenuti per altre specie di alberi perenni, quali il pioppo (Cole, 2005), il mango (Viruel et al., 
2005), l’avocado (Ashworth e Clegg, 2003) ed il melo (Gianfranceschi et al., 1998).  
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Tabella 3.5 Variabilità allelica tra le varie popolazioni per i 12 loci (All: Numero totale degli alleli; PA: Alleli 
privati; Combined Eth: Alleli ottenuti considerando tutte le popolazioni etiopi) 
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Tabella 3.6: Variazione genetica nelle popolazioni basata sui 12 loci microsatelliti (a numero di alleli effettivi; b 
eterozigosità attesa; c eterozigosità osservata; d probabilità di coincidenza; e potere di discriminazione; f indice di 
diversità di Shannon; g Polymorphism Information Content) 
 
Population Allele no nea Heb Hoc Cd De H’f PICg 
American 4.66 2.55 0.55 0.60 0.59 0.41 1.38 0.56 
Indian 4.00 2.79 0.61 0.59 0.48 0.52 1.60 0.60 
Agaro-1 5.08 2.59 0.56 0.57 0.48 0.52 1.45 0.59 
Agaro-2 5.08 2.39 0.52 0.54 0.61 0.39 1.32 0.53 
Agaro-3 4.66 2.64 0.57 0.57 0.58 0.42 1.45 0.56 
Yirga 4.66 2.55 0.56 0.56 0.59 0.41 1.41 0.49 
Mean 4.70 2.58 0.56 0.57 0.55 0.45 1.43 0.56 
 
 
Tabella 3.7: Variabilità genetica dei 12 loci SSR utilizzati nell’analisi delle popolazioni di caffè Americana, 
Indiana ed Africana (a numero di alleli effettivi; b eterozigosità attesa; c eterozigosità osservata; d Polymorphism 
Information Content (PIC); e probabilità di coincidenza; f potere di discriminazione; g indice di diversità di Shannon; h 
alleli nulli; i indice di fissazione di Wright; j indice di massimna diversità; k equitabilità di Shannon 
 
SSR locus nea Heb Hoc PICd Ce Df H’g NAh Fi Hmaxj EHk 
SAT-02-G09 3.03 0.67 0.60 0.76 0.12 0.88 1.87  0.24  0.10 2.94 0.64 
SAT-03-A06a 2.31 0.57 0.60 0.72 0.34 0.66 1.33 -0.02 -0.05 1.79 0.74 
SAT-09-B05 3.16 0.68 0.61 0.74 0.20 0.80 1.56  0.04  0.10 2.30 0.68 
SAT-11-A03 2.59 0.61 0.63 0.77 0.23 0.77 1.54 -0.01 -0.03 2.30 0.67 
SAT-11-E05 1.14 0.12 0.08 0.17 0.89 0.11 0.36  0.04  0.33 1.79 0.20 
SAT-03-A06b 2.35 0.57 0.60 0.74 0.35 0.65 1.38 -0.02 -0.05 2.08 0.66 
SAT-09-C08 1.55 0.35 0.06 0.57 0.37 0.63 0.85  0.21  0.83 2.20 0.39 
SAT-03-E10 3.77 0.73 0.90 0.75 0.27 0.73 2.03 -0.10 -0.23 2.30 0.88 
SAT-13-B01 1.92 0.48 0.46 0.59 0.28 0.72 1.19  0.01  0.04 1.95 0.61 
SAT-10-A06 3.01 0.67 0.78 0.71 0.22 0.78 0.76 -0.07 -0.16 2.30 0.76 
SAT-10-E02 2.56 0.61 0.68 0.63 0.41 0.59 1.48 -0.04 -0.11 2.20 0.67 
SAT-12-B05 3.41 0.71 0.86 0.69 0.54 0.46 1.86 -0.09 -0.21 1.95 0.96 
Mean 2.57 0.57 0.57 0.65 0.35 0.65 1.43  0.00  0.05 2.18 0.66 
 
Il numero di alleli effettivi tra le diverse popolazioni, che sono quelli a frequenza maggiore che 
permettono il differenziamento, varia tra 2.39 e 2.79. Tuttavia, quando si considera ognuno dei 
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loci per il totale delle piante, il numero di alleli effettivi varia tra 1.14 e 3.76, con un valore 
medio paria 2.57 (Tabella 3.7). 
Il valore del PIC (Polymorphism Information Content) è comunemente utilizzato in genetica 
come misura del grado di polimorfismo di un marcatore. In studi precedenti Baruah et al. 
(2003), utilizzando per lo più marcatori SSR dinucleotidici, riportano valori molto bassi di PIC 
per 45 varietà di C. arabica. e attribuiscono questo risultato alla ristretta base genetica di 
Arabica. Anche gli studi di Moncada e Mc Couch (2004), Maluf et al. (2005) e Poncet et al. 
(2004) sono in accordo con il precedente (Tabella 3.8). 
I valori di questo indice variano tra 0.17 e 0.77 e, tranne nel caso del locus SAT-11-E05, 
classificano tutti i loci come marcatori altamente informativi (essi hanno infatti un valore per 
questo indice superiore a 0.25). Il valore medio di PIC (0.65) è maggiore del valore medio 
dell’eterozigosità attesa (0.57) e superiore a 0.6 per 9 microsatelliti. Inoltre, il numero di alleli 
effettivi (ne) risulta essere positivamente correlato con quello del PIC. 
Il potere di discriminazione (D), il cui calcolo è basato sulla probabilità di coincidenza (C), 
varia tra 0.11 e 0.88, con valore medio pari a 0.65 se si considerano tutti i loci. 
 
Tabella 3.8 Confronto tra diversi studi i variabilità genetica in Coffea 
 
Baruah et 
al. (2003) 
per 45 
Arabica 
Poncet et 
al (2004) 
in Coffea
Moncada e 
McCouch in 
Coffea e 
Atrabica 
(2004) 
Maluf et al. 
(2005) per 
Arabica 
Tornincasa 
n. medio 
alleli 2.33 1.1-3.6 
1.9 2.87 9.3 
ne / / / ? 2.57 
He / /  0.33 0.57 
Ho 0.25 0.30-0.38  / 0.57 
PIC 0.27 0.42-0.48 0.22 / 0.65 
 
I valori elevati di PIC, He e D riscontrati in questa tesi suggeriscono l’importanza di sviluppare e 
selezionare marcatori molecolari altamente polimorfici per l’analisi della diversità genetica, 
particolarmente nel caso di C. arabica. Anche se due loci (SAT-11-E05 e SAT-09-C08) sono 
caratterizzati da PIC basso dovuto all’elevata incidenza di uno o due alleli, essi sono comunque 
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molto informativi, dal momento che il primo permette di individuare tre alleli privati all’interno 
delle varietà indiane, mentre il secondo ne identifica cinque nei campioni americani ed etiopi. 
In accordo con Karakousis et al. (2003), gli indici PIC ed ne stimano l’efficacia dei microsatelliti 
per la distinzione varietale e quanto descritto fino ad ora indica che i marcatori qui descritti sono 
altamente informativi. 
L’indice di fissazione (F) descrive il livello di eterozigosità in una popolazione e, in modo più 
specifico, il grado della riduzione dell’eterozigosità dovuta all’inbreeding e alla selezione 
naturale. Valori medi positivi di F indicano un alto livello di omozigosità per la popolazione, 
mentre popolazioni eterozigoti sono caratterizzate da valori negativi. I valori di F risultano in 
questo caso negativi per sette e positivi per cinque loci e risultano essere compresi tra -0.23 
(SAT-03-E10) e 0.83 (SAT-09-C08). Il valore medio di F è pari a 0.05, indicando una 
complessiva inclinazione delle popolazioni analizzate verso l’omozigosità. Questa situazione è 
compatibile con il fatto che C. arabica è autofertile e quindi l’elevato tasso di inbreeding 
mantiene elevati i livelli di omozigosità tra due cromosomi omologhi. 
L’indice di diversità di Shannon (H’), che considera sia l’abbondanza sia l’uniformità degli 
alleli, varia in un ampio intervallo compreso tra 0.36 e 2.03, con un valore medio di 1.43 per i 
12 loci microsatelliti considerando tutte le popolazioni. L’indice di massima diversità (Hmax), 
l’indice di diversità (H’), la sua media (H’mean) e l’equitabilità di Shannon (EH) sono stati 
calcolati per ognuno dei 12 loci polimorfici e riportati in un grafico contro il numero di alleli 
(Figura 3.13). La maggior parte dei loci ha un numero di alleli che varia tra 6 e 10, mentre un 
singolo locus (SAT-02-G09) ha dato luogo a 19 alleli e presenta il valore più elevato di Hmax. In 
quest’ultimo caso, erano atteso un valore medio di H’ più elevato rispetto a quelli degli altri loci 
e questo non si è verificato, dal momento che la maggior parte degli alleli di questo locus sono 
rari. Diversamente, i loci con 7 e 10 alleli hanno valori di H’ medi simili a quelli di Hmax. Questo 
indica chiaramente la dipendenza di H’ dalla frequenza allelica. L’indice di diversità di Shannon 
ha invece, come atteso, un andamento casuale basato sulla frequenza allelica che varia per ogni 
locus. Dal momento che il locus SAT-02-G09 presenta 19 alleli e il valore più elevato per Hmax, 
ci si aspettava un valore più alto anche per l’indice H’mean. Ciò non si verifica dal momento che 
la maggior parte degli alleli di questo locus sono rari. Al contrario, i loci con sette e dieci alleli 
hanno valori di H’mean molto vicini ad Hmax, indicando la dipendenza di H’ dalla frequenza 
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allelica. L’indice di diversità di Shannon mostra invece un andamento casuale, poiché si basa 
sulla frequenza allelica variabile di ogni locus. 
 
Figura 3.13: Grafico degli indici di variabilità in relazione al numero di alleli dei loci SSR: ?: Hmax, ?: H’, ?: 
EH, ?: H’mean 
 
 
Il valore medio dell’indice di massima diversità (Hmax) e il valore medio dell’indice di diversità 
di Shannon sono 2.18 e 1.43 rispettivamente, indicando una distribuzione casuale degli alleli 
attraverso tutti i loci. 
La proporzione di alleli nulli complessiva è 0, indicando la loro assenza nel presente studio.  
In uno studio preliminare erano state analizzate diverse piante della stessa varietà commerciale, 
che hanno rivelato profili genetici pressoché identici. Quindi, nell’analisi è stata inclusa una 
singola pianta per ognuna delle varietà americane, indiane ed africane con diversi pedigree. 
Dal momento che i profili genetici sono diversi per moltissime piante provenienti da ognuna 
delle 4 piantagioni etiopi, si è deciso di comprendere nell’analisi tutte le piante che si avevano a 
disposizione (24 per Agaro1, 24 per agaro2, 24 per Agaro3 e 24 per Yirga). La variabilità 
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allelica delle varietà commerciali più comuni, scelte in modo tale da comprendere provenienze e 
pedigrees il più diversi possibile, era attesa maggiore rispetto a quella delle piante etiopi, 
provenienti da località relativamente vicine. Al contrario, le piante provenienti da ognuna delle 
piantagioni etiopi presentano lo stesso o addirittura un maggiore livello di polimorfismo, come 
descritto dagli indici di diversità ne, PIC, D e dai valori delle eterozigosità (Ho e He). Inoltre, se 
tutte le piante etiopi vengono analizzate nella loro totalità, in esse si trova il numero più alto di 
alleli e di alleli privati. 
La diversità genetica dipende dal numero di alleli diversi e dalle frequenze alleliche, mentre la 
presenza di alleli privati indica elevata variabilità genetica (Pinto et al. 2003). Dai dati 
presentati, si vede come le piante etiopi presentino una diversità genetica maggiore rispetto a 
quelle americane ed indiane. Ciò è supportato dal fatto che la diversità genetica per una data 
specie risulta essere più alta nel luogo di origine (Meyer 1965; Sylvain 1958; Strenge 1956; de 
Boef et al. 1996). Infatti, C. arabica si è originata sugli altipiani sud-occidentali dell’Etiopia. 
Questi risultati sono rilevanti in quanto mettono a disposizione nuovi marcatori molecolari per 
la genotipizzazione delle varietà di C. arabica, generalmente difficili da caratterizzare, data la 
ristretta variabilità genetica delle maggiori varietà comerciali. 
3.2.3 Analisi dei cluster 
I rapporti di somiglianza tra le varie popolazioni sono stati analizzati tramite il disegno di un 
albero fenetico basato sul calcolo delle distanze genetiche tra gli individui.  
La maggior parte delle mutazioni a livello di loci microsatelliti sono di tipo ‘stepwise’ (un passo 
alla volta), ossia che causano la variazione delle dimensioni alleliche di una ripetizione alla 
volta (Goldstein e Pollock, 1997). Da questa considerazione, le distanze genetiche ideate per 
l’analisi dei microsatelliti assumono generalmente il modello SMM (Stepwise Mutation Model) 
di Ohta e Kimura (1973) o una delle sue generalizzazioni. In contrasto, la maggioranza delle 
classiche misure di distanza si basano sul modello IAM (Infinite Alleles Model) di Kimura e 
Crow (1964) o su considerazioni geometriche multidimensionali, senza riferimento ad un 
particolare modello evolutivo. Le assunzioni dell’SSM sono profondamente diverse da quelle 
dello IAM e quindi le distanze genetiche che aumentano linearmente considerando le ipotesi del 
modello IAM si rivelano non lineari e inaccurate per i loci microsatelliti (Goldstein et al., 
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1995a; Takezaki e Nei, 1996). Un gruppo di distanze genetiche non basate sul modello SMM, 
possono comunque essere utilizzate per i microsatelliti nel caso che i taxa analizzati siano 
strettamente correlati. Per queste distanze, l’accuratezza deriva dal fatto che esse misurano il 
grado di sovrapposizione delle frequenze alleliche condivise tra le popolazioni. Queste distanze 
sono: la chord distance di Cavalli-Sforza e Edwards (1967), la Nei’s distance di Nei et al. 
(1983) e la allele sharing distance di Stephens et al. (1992). Altre distanze genetiche proprie del 
modello SMM sono: la ASD (Goldstein et al., 1995a; Slatkin, 1995), la (δμ)2 (Goldstein et al., 
1995b) e la stepwise distance (Shriver et al., 1995). 
In questo lavoro, il calcolo delle distanze genetiche è stato condotto sui 111 alleli individuati 
attraverso l’analisi dei loci microsatelliti utilizzando il metodo descritto da Bruvo et al. (2004) e 
confermato attraverso l’uso del programma MICROSATELLITE ANALYSER (MSA) (Dieringer e 
Schlötterer, 2003). 
Un albero fenetico radicato (rooted) viene visualizzato tramite un grafo diretto, una struttura ad 
albero che si dipana a partire da un unico nodo, che è in grado di fornire informazioni sulla 
correlazione genetica esistente tra gli organismi presenti sulle sue ramificazioni, ma non sui 
rapporti evolutivi che intercorrono tra gli stessi. Il metodo più comune per realizzare un albero 
radicato è confrontare i membri dell'albero con un membro esterno (outgroup). Questo deve 
essere sufficientemente simile agli elementi interni dati da permettere il confronto tra gli alleli, 
ma deve anche essere allo stesso tempo meno imparentato ad essi di quanto questi stessi non lo 
siano tra di loro. In questo caso è stata scelta una varietà di C. canephora, Robusta 
purpurascens. 
L’albero fenetico risultante da questo studio, basato sul modello SMM e derivato da un’analisi 
di tipo statistico, raggruppa in modo sorprendente le varietà analizzate in accordo con la loro 
origine geografica e pedigree (soprattutto per quanto riguarda gli ibridi che coinvolgono l’Ibrido 
di Timor), come si può vedere dalla Figura 3.14. Esso è stato costruito analizzando tutte le 
piante presenti in banca dati, le cui caratteristiche sono descritte in Tabella 2.1. Si può notare 
come un primo dominio (in nero) include principalmente le varietà commerciali di origine 
americana, assieme alle varietà commerciali africane da Kenya (SL28 and SL34) e Tanzania 
(KP423 and POP F6). Infatti, sia SL28 sia SL34 si sono originate dalla varietà Bourbon, mentre 
KP 423 è una selezione della varietà Kent. La maggior parte delle varietà analizzate derivano 
dal Bourbon attraverso procedimenti di selezione, incroci o mutazioni. E’ quindi possibile che 
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alcuni alleli specifici del Bourbon prevalgano ancora in queste varietà, causandone il comune 
raggruppamento. Questo gruppo comprende praticamente tutte le varietà il cui prodotto è 
utilizzato per preparare la bevanda del caffè, incluse quelle più pregiate. Si può notare come i 
marcatori molecolari utilizzati per la genotipizzazione sono in grado di distinguerle, anche se la 
ristretta base genetica da cui derivano fa sì che le varietà più strettamente correlate siano 
geneticamente omogenee. 
La maggior parte delle varietà americane che coinvolgono l’Ibrido di Timor (HDT) e le varietà 
che derivano da esso (Catimor, Sarchimor, IAPAR 59 e Tupi) formano un gruppo a parte (in 
giallo). Vi è compresa anche Sln.12 (Cauvery), che è un Catimor con origine diversa rispetto 
alle altre. L’HDT deriva da un incrocio spontaneo tra C. arabica e C. canephora, e le quattro 
varietà che ne derivano sono state sviluppate presso il CIFC (Centro de Investigação das 
Ferrugens do Cafeeiro) in Portogallo. La differenza tra queste piante è che Catimor deriva da un 
incrocio tra Caturra x HDT, mentre Sarchimor, Tupi (F5 cultivar di Sarchimor) e IAPAR 59 (F4 
cultivar di Sarchimor) sono state ottenute dall’incrocio Villa Sarchi x HDT. L’importanza di 
questi incroci risiede soprattutto nel fatto che l’HDT conferisce loro la resistenza alla malattia 
della ruggine (Hemileia vastatrix), mentre le varietà di Arabica con cui viene incrociato, 
trasmettono caratteristiche importanti dal punto di vista agronomico (bassa statura, alta 
produttività, ecc) e della qualità della bevanda. Anche se esse presentano quindi un’origine 
comune, i marcatori SSR isolati sono in grado di differenziarle. 
Le varietà indiane (in azzurro) non hanno dato luogo ad un gruppo distinto. Infatti, la maggior 
parte delle cultivars indiane analizzate deriva da ibridi interspecifici naturali che coinvolgono C. 
liberica e/o C. canephora. Si ritiene infatti che la prevalenza del gene SH3 nell’arabica indiana 
(Sln.3 o S.795) derivi da C. liberica. Infatti questa varietà deriva dall’incrocio tra S288 (un 
ibrido naturale tra C. arabica e C. liberica) x Kents Arabica (Ramachandran e Sreenivasan 
1979) e similmente Sln.5 coivolge Devamachy, che è anche un ibrido putativo tra Robusta e 
Arabica (Anonimo, 1985). Inoltre diverse varietà indiane si sono rivelate molto vicine alle 
piante provenienti da Yirga. Questo può essere giustificato dal fatto che Sln.4 (Tafarikela) è la 
selezione di una linea pura etiopica, mentre Sln.9 è un ibrido che coinvolge Tafarikela. In modo 
del tutto inatteso, nello stesso gruppo è compresa anche Sln. 5B (S333 x Devamachy) ma non 
Sln 5A ottenuta da Devamachy x S881. La S881 è una selezione selvatica di C. arabica var 
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Rume Sudan. Probabilmente, come già accennato nella sezione 3.1.2, potrebbe essersi verificato 
un errore di campionamento, per il quale le due piante sono state scambiate. 
Sln 7 (Sln.7.3), in contrasto con le altre varietà indiane, appare molto differenziata rispetto a 
tutti gli altri campioni. Ciò può essere dovuto al fatto che essa sia stata originata da piante molto 
diverse tra loro (San Ramon, S.795, Agaro e Ibrido di Timor) e che questo processo di 
ibridizzazione multipla abbia dato luogo ad un’elevata differenziazione genetica, riscontrabile 
anche a livello della morfologia della pianta. Anche la PCO sottolinea la diversità di questa 
pianta (Fig 3.15). 
I risultati ottenuti per le varietà indiane dimostrano quanto sia elevata la loro variabilità genetica 
e confermano la politica del Coffee Board of India di voler incrociare tra loro piante il più 
diverse possibile. 
Come detto precedentemente, i campioni provenienti dall’Etiopia sono stati ottenuti da quattro 
piantagioni, tre delle quali nella regione Agaro (a sud-ovest di Addis Abeba) e una nella regione 
Yirga (a sud di Addis Abeba). I microsatelliti permettono di separare distintamente le piante 
provenienti da queste due regioni, indicando l’esistenza di un’elevata variabilità genetica tra 
questi campioni. Infatti, le regioni di Yirga ed Agaro distano circa 250 Km, per cui la diversità 
genetica all’interno di queste popolazioni riflette un’evoluzione indipendente. L’analisi PCO 
conferma la differenza di queste piante. 
Le piante provenienti dalla regione Agaro (in verde), selezionate da piantagioni distanti pochi 
chilometri una dall’altra, non hanno formato tre gruppi distinti, ma appaiono mescolate tra di 
loro in due gruppi principali, totalmente isolati dalle altre varietà commerciali. Tuttavia, 
considerando l’elevato numero di alleli unici presenti in ognuna delle tre popolazioni, è evidente 
un’elevata variabilità. Il fatto che le piantagioni siano molto vicine tra loro, potrebbe aver fatto 
in modo che le piante fossero esposte alla stessa pressione selettiva durante lo sviluppo, dando 
luogo a pattern allelici in comune e quindi alla stretta affinità tra alcune di queste piante. 
Le piante provenienti da Yirga (in rosso) non hanno formato un unico cluster, ma sono presenti 
in tre gruppi: il primo comprendente piante unicamente da Yirga, il secondo mescolato con 
alcune varietà indiane, come già discusso e il terzo assieme ad altre due varietà di origine 
africana (K7 ed Etypica). Tre piante (12.5%) sono risultate affini a campioni della regione 
Agaro. Questa distribuzione, diversa rispetto a quella delle piante con diversa provenienza, 
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indica un’elevata diversità genetica all’interno di questa popolazione, confermata anche 
dall’elevato numero di alleli unici riscontrati.  
 
Figura 3.14: Albero fenetico basato sulla diversità allelica di 137 campioni commerciali di Coffea arabica 
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Figura 3.16 Analisi PCA dei 139 campioni analizzati (nero: varietà commerciali amricne; azzurro: varietà 
commerciali indiane; giallo: incroci interspecifici che coinvolgono HDT; rosso: piante da Yirga; verde: piante da Agaro) 
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Le relazioni genetiche tra le 137 piante di caffè considerate sono state analizzate mediante una 
PCO (Principal Coordinate Analysis; Figura 4). La prima e la seconda coordinata principale 
tengono conto rispettivamente del 60.61 e del 16.74% della variabilità, mentre la terza 
coordinata (non riportata) ne comprende il 7.3%, permettendo di raggiungere un totale di 
84.7%. I risultati della PCO sono in accordo con l’albero fenetico basato sul metodo descritto da 
Bruvo et al. (2004) e conferma le posizioni di alcuni genotipi quali Sln 7, Yirga 3 and Agaro 
1_21 che anche nell’albero fenetico non sono rientrate nei gruppi principali (si tratta delle piante 
posizionate verso la regione centrale del grafico). Anche in questo caso le piante provenienti da 
Agaro sono nettamente distinte da tutte le altre e formano un gruppo a parte. I campioni etiopi 
di Yirga sono ancora una volta distribuiti sia tra le varietà commerciali americane sia, in numero 
limitato, tra quelle di Agaro. Il punto isolato in alto a sinistra rappresenta Robusta purpurascens. 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   75 
Risultati e discussione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
Per un’ultima conferma dei risultati ottenuti è stato disegnato un albero fenetico utilizzando un 
altro programma, MSA (MICROSATELLITE ANALYSER) (Tornincasa et al., 2006). Dalla Figura 
3.17 si può notare come questo albero sia in accordo con quello ottenuto con il metodo descritto 
da Bruvo et al. (2004). 
Ai fini dell’analisi non sono state prese in considerazione le origini geografiche delle varietà 
analizzate. Nonostante ciò, i risultati ottenuti attraverso i tre metodi indipendenti confermano in 
maniera sorprendente il raggruppamento delle varietà in base alla loro origine geografica, oltre 
che al pedigree.  
Il metodo di calcolo descritto da Bruvo et al. (2004) in particolare, è stato utilizzato per 
costruire la banca dati di riferimento per l’identificazione dei campioni descritta 
successivamente, dal momento che è stato messo a punto proprio per l’analisi di organismi 
polipoidi, come C. arabica appunto. Il programma MSA è stato invece adattato a questo uso, 
essendo utilizzato per lo più nell’analisi di organismi diploidi. 
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Figura 3.17 Albero fenetico disegnato utilizzando il programma MSA 
 
 
 
Americani
HDT-derivat
Indiani 
i
Yirgacheffe
Agaro 
Risultati e discussione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
3.2.4 Banca dati di riferimento 
Al fine di poter utilizzare i dati raccolti nei tre anni di lavoro per questa tesi, si è costruita una 
banca dati che raccoglie tutte le informazioni relative alle piante analizzate. I dati sono stati 
ottenuti a partire dall’amplificazione del DNA genomico delle varietà di Coffea arabica, che ha 
permesso di ottenere tutti i possibili alleli corrispondenti per ciascuno dei dodici loci 
considerati. Una matrice delle distanze genetiche costruita sulla base degli alleli riscontrati in 
ogni pianta è stata calcolata secondo le regole descritte da Bruvo et al. (2004) e permette di 
ottenere un albero fenetico che visualizzi le relazioni di similarità che intercorrono tra le piante 
analizzate. Tutti i programmi utilizzati per l’analisi sono stati organizzati a livello informatico in 
modo da ottenere un risultato attendibile e ripetibile. 
Infatti, una volta ottenuto il profilo genetico di una varietà (gli alleli risultanti da ogni locus), 
qualsiasi utente può sottoporlo al confronto con la banca dati tramite un’interfaccia che permette 
l’inserimento dei dati in modo molto semplice (Figura 3.18). 
 
Marcatori genetici per l’analisi, la caratterizzazione e la tracciabilità del caffè e delle due specie vegetali Coffea arabica L. e Coffea canephora                   78 
Risultati e discussione 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________________ 
Figura 3.18 Interfaccia del programma per l’analisidi Arabica 
 
 
Alla fine, il risultato che si ottiene è un’immagine dell’albero fenetico, che mostra le relazioni di 
similarità o di uguaglianza di un campione ignoto con le piante già presenti, di cui si conosce 
l’identità. 
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Figura 3.19 Immagine dell’albero fenetico di base che contiene tutte le piante presenti in banca dati 
 
 
Di seguito è riportato un esempio di identificazione di un campione ignoto (chiamata pianta 
query) raccolto in Portogallo, nelle isole Azzorre, più precisamente presso la località Fajà das 
Almas. Innanzitutto è stato utilizzato il metodo basato sul locus nucleare N-Ara-Can, descritto 
nella sezione 3.11, che ha permesso di stabilire che si trattava di C. arabica. 
Successivamente, il DNA è stato amplificato con i 12 sistemi microsatelliti, ottenendo il profilo 
genetico della pianta, che è stato immesso come query nella banca dati (Figura 3.20): 
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Figura 3.20 Interfaccia che permette l’inserimento di un nuovo profilo genetico da sottoporre alla banca dati 
 
 
A questo punto viene creata un’immagine dell’albero fenetico, dove appare in colore diverso il 
nome della pianta ignota (Figura 3.21). 
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Figura 3.21 Immagine dell’albero fenetico comprendente la pianta query 
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In questo caso la pianta ignota è risultata essere C. arabica var Mundo Novo. Questa 
conclusione è stata confermata a posteriori, quando abbiamo saputo che Mundo Novo è proprio 
la cultivar maggiormente coltivata nelle Azzorre.  
Il sistema bioinformatico utilizzato è comunque ancora provvisorio, dal momento che in futuro 
verrà migliorato e aggiornato con i nuovi dati che verranno acquisiti nel tempo, grazie alla 
preziosa collaborazione di Simeone Dal Monego. 
3.2.5 Riservatezza 
I contenuti di questa tesi sono da considerarsi strettamente confidenziali.  
Infatti, sia per quanto riguarda:  
• i due metodi riportati per la distinzione tra Coffea arabica e Coffea canephora, uno 
basato su una sequenza nucleare, l’altro su una sequenza del genoma cloroplastico, 
• le sequenze dei cloni e dei primers per la caratterizzazione e la distinzione di varietà di 
Coffea arabica con il metodo basato sui microsatelliti,  
• la banca dati di riferimento che raccoglie tutti i risultati derivanti dalle analisi 
è stata presentata una domanda di brevetto, con riferimento n. 157-07 del 28/11/2007 del PatLib 
(Area Sience Park, Padriciano, Trieste). 
Inoltre, questa domanda è stata sottoposta a valutazione preliminare presso la società 
Notarbartolo & Gervasi di Milano datata 19/02/2008.  
3.2.6 Sequenze dei cloni contenenti i loci microsatelliti 
>SAT-11-A03 
CCATGTGTACGTTTTACCGTCTTTTGATTCCCTTCTTGACGGTCAAACTTTCCAGTGAGTTTTTGCACCCTTCAAGATA
CATTCAGCATATACAAATATATACACAATACACAGATGCCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCTCCTTTCTGCA
ACATTACTCCGTAAACTATTCACACTTGCCACCATATCCGTCTTTGCTTCCCTGCATTTGCAATCTTGAACACCATTAC
CATGTAATGTGTGCATTATTTATTTCTTTTTCTTGATATATATGGATGCTCGGTGATTTACCAACAAGTCCTAATTTTG
GTTTTCAAAATTTGGAAAGACTTTTGTAATTTAACCTCACAGGCTAGAATAGTTGTCATGTGGTATAACTATTCATTTA
TTTATCTAGAATAAAAAGACCACAAGTATTACTTAGTACTCCCATAAAGAGTGTAAACATGATTTCACTCGTGGTCAT
CAGTCAAATCTCAAGCATGGTTTTTAGTTCCAGWTAGAGACAACTGGTGACTAGCATCCTACGTTTTCAACGCCATTT
CTTTCCGATGATTTATCTCGGGGTCCCTATCTCTCGAGGCAGGAGTGCATCAATAGCCTTTGATGGGATTGTCGCAAA
GGTGCGGGCGCGTGTAAGTCATTGGAGT 
 
>SAT-09-B05 
CTTGGTTGATGATGTCTGGCGAGTTGACGAGGAACAGCATTGTGTTCGGGATGGGTTTGGAATGATTAACAACGTGG
CTTATGTGGAGGAAACAGAAATCTTATGTCCTTCCTTTTCTGCTCAATCTTTACATCAGAATCGAGTAGTCTCTCTCTC
TCTCTCTCTCTCTCTATGCACATACATTCATGCAAAGACTGATACAGGAATACTCAAGACTCAAAACAGGGTTTCCTG
TTTCATTGACTCTTGTATGTGATCTGCTGCTTGTTTGTTTGTTAACCGACCAGGGGACACCTTCTGGTGGCTCACTTCA
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TAAACCTGTATTTCAATTGCCAATCAACGAGATTGATGTTTTGCGTTACCGTCTGTCGCTGCATTTGTCATCATCTACA
GTATATGACTTGATGCCTGACTCAGGCAAGGTTTGAAGGCCTTCTACTTCACTTATATCCAAATTTCTTTTTATTTTAA
TGATGTTTTAGCTATTGCCTTGTTAGTGATTACTTACGGTGGTGTCACTTTAAAAAACAGGTTATTGCTTTGGATGTTG
GAGCTGCAGTGAAGCAGGCA 
 
>SAT-09-C08 
CCTAATTACTGCTACCATTACCTTGGTGACAACAGtACTTTTCAAGATACATCAGCTATAGAAGAAGGCACCTGAGCA
ATATATGAAGTAGTGGAAGATTTGAGCTGATATTGGTAGTCTYACTGATATWGATAGTCACCACTATTGCTTTACTAG
TATCTCCATTTTTGTCAACTATATWTGATCGATCTAGTTGCTGATTTTTGTTTTACATTCCTTCCACCAAATTGGATATC
TATGCAACTTGAAACAAGCATTACAYGCATGTTTTTTGTTCCTATAATAGGTACACCCATCTCCTCCAAGCTACATATT
TGTSTGTGATATGGTAATCAATGTCTCATGAACTCCCTTAAAAGCCATAATAGCCCTAGCTATAATGTTGTCTCCTGAT
GTCAGCATCACCGAKTGCTTGGTATCCTCACATTCAACATAGGCATATGCCTGCTCTACTGTAGGCAGTRAGTTCAAT
CATGGTATGTCTGCAAATCTTGTCCAAGAGAAGTGTATACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCTTT
TATGAGAGAGTTGCACCTGCCAATATCAGCAACACACTCCATTGGATTTGGTCAATGAAAATCAATTTCCCTTTACAA
GTCTTGAAGG 
 
>SAT-02-G09 
CCACAAAAACCACAGACTAACTAAGACCAGTCTAGCCTAAAAGCATACTGGTGTGCAAAACTGACTTGTGCTCATGG
CAACCTCTAAGGAAGGACCTTAGAGCTCAATAAACAAAAGTAAGAAAGGCATGAAAAACTCACTCACAAAGTTAAG
AAAATACAACTTTTCCATTTTTTTTGGTTGTTTAATTTGTCTCTACATCTCTCTTACTTCTTCATTTACTCCCCCCCCCTC
TCCAAAGCAAAAAACAAAATGGGATTGGGAGGTCTGAAAGTCCAGGTCAAAGGGTTTGAATCCCAAGTTAGCATAG
TATCCACTCAACCCTCAAGGGTTGGATTATTACAACACAAACCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCAGA
GAATGAGCATTCCAAGGCCTTTGTTAGCTTATGAGATGATTCGATATTGTGAGAGAATACATTTTGATCACAGATACG
CATGCATGGGGCTATGCTCCTTTTTATTTCTTTTGCATTTCTCCTTTATAGTTAAAAAAACATCGAAATCCCACTCTCT
GCTAGCTAAGCTCGGGGCTGGTTTTTCATTCATCTCATGCAAACCCTAGTTTTTTGCTCATGACGACCACCATTCTCTC
TGACATTATTAGACTCTCAGAGCTGAGATATGCAATCGCACCTATATTCCCACACACCCA 
 
>SAT-03-A06a 
CCCCAACTCTACAGTTGAAAGCACTCGAGAGATGAAAACGGACAATGGCTCTTTTGTTCTCGTCATCATGCCATCATC
AATTCCATCATCATATCATAACTCCTCCCCAACAAATATACTAAATCAATTGATCAAGCCAATGAAATTTTAATCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCGCTGGGGTACTGATCCAGCTAGCTAGCAATAATTTAATTTTACTGCTGTTGTCTCCATGTGT
GTGTGGGTGGGGTACAGGGGAGGCAAGGAAAGAAGGAAAAGGGGTTAAGAGATTAGTGGTAATTTTGCATGTGCAT
GCGGAATGATGAGCAGTAAATAGTAATTGATTGTCAGTCCATGCATGGCATGTGAGTTACTGAGGGATCCGGCTTCA
CGTATCCAATTCCAATCCATTATCATAATTCTTTATCATATTTCGTGTAGTCTCTGAATTTTAGCACGACTGTTGATCT
ATTTATACTAGTTAATTATTTCAAATTTACACCCTCAATTCATGACGGGATGTATATATTTTCCTTTCAATAGACTCGG
TAAA 
 
>SAT-13-B01 
ACAAACAAGTATAACCGCTTTTGAACATTGCCGCAATTGGGCTGGAGCCTCCACTAATGGATTTATATCTGCAAAGGT
GTAAAAGAATGCCCATGAGAGAGAAGATTTGGGGGGGGGGTTGTTTTGGTCAGGGAATTAAAGGAGGAGAAAAAAA
GTAGAAGAGGAATTGAAACCTTCATTAAGGAGAAATCCACATGCATATGATGATCCCATTCTGGGTTCCAGACATCT
AGATTCATGTAGCATTTCCCATTACCAGTTTGGTGAACTTTGGTGTTATTAGTATGTGCCCTCTATTACATGATTATAC
AGGACAAAACTGTTCAGCTTCTGCTAATATAACCTTTAACTCTAATCTTCATCACACACACACACACACACACACACA
TATATTACTAGGATGTGAATTAAGAAGAGACTAACTGGGTTGCAACCAGAACATGATATGGACGGTGGTGAACAGGT
TACTGTAGCATGAATGCAGCATTATAAAACAGAGTTTGCATGCACTCGATTTGATTCCTATTCTATAAGCAAAAAGAG
ATAGGACAGTGGTCGTAATTACCA 
 
>SAT-12-B05 
CTTTGTACTTTATGGATGAGAAATTTTCACAATAGANCCGTGAGCCAAAGTTCACAACTTTCTGTATCCTACAAGAGT
TAAGTCTCCATTTCAATAAAAACGAATGGAAACTGAAGATCAATTATTCAGAATGAAGCCTATACTTCCAGAGTGGT
GTAACAGATTTTCCCCAGACCTGCTCCAAACATGCGTGCACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATTAACCTTGCTGG
TGGTGATATGAGAGAGACTAGGTTGAGAAAGGAATTTTAAAAGTGAATAAATTATTGATGGACATGAACTCCAGCAA
GATTTCGGACTTGTAAGTCTAATCAAGACAAGAAGCACAACTATTATCTTCACCAGTGCAACCAATGCTCAACTTCCT
AAACTAAGATGAACAATTCTGGCAACTATGAGTGCATTTCACGTTGAGAAGTTGAATAGGAGCCACTACGTTGAACC
AATAAGGAGATTACTTGTCGAATCTATATACTTATTTGCACAACAATGAAAACCTTAAGGGTTCATACTAGAGTGTTA
ATCATGGGTTCTTTTGAGTCATTAGACTACAAACTATGATGATCATGTAGCCAATTAAGTTAATCAATGAATTGATAG
AGAGGCACATTTGTCTGCTGAAGTTATAG 
 
>SAT-10-A06 
CCTTAACTTTCCCTTCCAATTCCAAGGCTAAACATCATGGTAAAAAGGCCCAACCAAAGCCACAAATGATAGGAGGC
ACTTGACACATATTCTAGGTTACAAGGCTATCCAAGTTCACACACACACACACACACACACACACACACATATATAT
ATATATGTTACACAGACAACCATACGAAGTTGGAATTTTGCAACTAAGGCTGGAAATTTGGYACTAAAGCTGGAAAT
TCCTTATTTAGAAGCTAAAAAGTTATATTAAAGCTAGAAATCCTCATACCAACTCATTCAAGTCCATATCAAAACTAG
ATATCATCATATCATAGCTGAAAATACAAAGTGACGGGATTTTGATATAAGTGCAAGTTTAATTCCGAATTTTACCCG
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TKTGGACTACAAGTATACAGGTCAATTTAGTAGKTGTGGACAAATATCGGGTTGATCCCACGAGGAGCAACTAAAAC
AAGTATTAAGTCCTTTACTTACTCTATTATTTAGACTACCATCAAATTRAGCGAGAGAATCTAAAATTACTACTACCT
ACAATTCTTAGCTAGTCNATTGCAAAATAACATATGGAGAAAGTTCACTATATACTTGAGTTTAGGGATGTAGATTCC
ACTTNYGGCATACACAACACAAATGAATAGATTTTACCTCNTGTTACAACCCTTGTGTGTCTAGGGATTCATTTCNNA
TATTACCAAATCTCATTCTCATGANGAAATGGNAGC 
 
>SAT-10-E02 
CTTGTGATTTATGATGTGCAACAGTTATCATATCATGTCCTCAAAAGTATGTATAAGGTTACAAGATATACATTCACA
CACACACACACAGGAAAATTTAATGTAAGGATATTTTAGGAAAATAGTAGGTTAGATTTATTTTTTTTCTAATAAAGT
TAACTAATTTTTCTTAAAATGTGTAAAAATAAAAACAAGATCATCAAAGTGGAACGGATTGAGTACTATTACATTAA
AACTGCACGAGTTTACACTAATTGTCTTAAAAATTACATCAATTAGACCGAACATTGCTGGAGAGACCCCATTACCGA
TAGTGCCATCTATCTGTTGAGAGATTTCATTAATGCCGAGCAGCAAATAATAGTGGGGCAATGTGCATCCTCGTTTGC
AGTCAAGTAACAAATATGGTTGAGACTGATCTATCCTATTCACTTCACCACAAAATTCCATAATTAATTAGTATGTTT
GACTTGATAAATTACTTGGCTTTATATCCTAACCTACTACACGTTGTATTATTTGGAGAGGTGATGACATCTATATCAA
AGACGGGTTGCTGTAGTAGTTGTTGACCGATAATAGTATCCCAATTTGGGGAGAAACAGAAGGGGGAAAAATGACG
GGACAGCAAGATATATAGATATACGTAGGAAAACCTGGACTGATACAAGGAATTAATCAGGCAGGACAAGCCAAGG
GTCATGG 
 
>SAT-11-E05 
CCTGTGGATAAAATGGAATTGACACACTATTTGCATTAAAATGAGAGCTAATGTTAGCCAAGGTCTGGACTATTTGTG
TTAAAATGCAATTGACGAATCATGTTGCTGAAATCACAACTTCTAGACTTCTAGAACAATGGTTTTGTCACCTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACACACACACAGGCATATCATGATGCTGACATGTCTCTCTTTCTGTGGGWT
ACATACGCACACACATCCTGGGGGWGACATTTCTCCTGTTCTATCAGATTCGTTTTTGGGTACTTCAGGCAGATTTTA
TTTTTGGCTGCTTTAGTTACTGGCTTGTTTAACCATTTATAGTTGAATTGCTATCTTGGGTGTTGGAAAAGTTGCAATT
CTCAAGAATTATCTTCTACTGCATTCAAGTTGGCTTTTTATGAGCACTTTGATCGTTTTACTGTGCTGTCTGCAGGATA
ATAATCCACCAAATGCTGGAAGGGAGCCAGATACAGATGATAATCATGCCATTGAAGCGCTGATGCAAAATCATGA 
 
>SAT-03-E10 
ACTAAAAAGTGAACTAGATTTTTCTATTAAAGCAAAAGTTACAGTAGTTACTGAATCTTTTTGAGAGGGAGATCAGTA
TTTTTTGGGTATTGAATCTTGTTATGAATTTGGTTCTTCTTCTTCATGCTTTTCTTTGCTCGAGTGTTTCACTCACACAC
ACACACACACACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCATGCGTATCTCCAATCATATCTTATCTTTAACAGAAGAGTCTAAC
GAAATGGAGATAACAAAATGTAAGCTAATTATGCCTTASACTGGAAAATAGACATCTTTAACAGTTGYCCTTTCATGC
ATAGATAATTTTGACCAAAATCGTCAATTCCTTGTAGTTTCATTGCCTCCCTGAAAAATGCTACTTTGATTCTCTGTTT
TTCTTTTTTCTTTTGACGCTATAGTTATACTAGCTAGTYTCTTTAATCTTTCTCCTACTCAATCTGGTGCCTAATTTTCG
CATTGCCTACTTGATCTACTTGATAACTTTTGATCTCCTAGAGGGGTGTCAATTATATGAGATGCCACCTGTAATAAG
GTGCTGATGAAAACAATGCTGATACATGATGAGTTGAGTGAATATTTYGCTAAGYGGGGGTATAAATTAATTYTTCT
CTGTTTTTCTA 
 
>SAT-01-G10 
CTTAAGTACTTTCTTTAACTGNTTNCCATGTGGGTTGCTAGTTTGTGAAGTGTATGTTGCATGTGCTTTTTGATGTCGT
ATTCTTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCTTCTTCTTCTCTATCCTCTCTCCCTCTCTCTCTCTACTCTCTCTCTCATACCC
CATGCAAATACACGCGTGCACACACACACACAACAAGGTCTCCTCTCCGATAGGTCTCTTTTCATCTGTATCACAATT
CAATATGTTTTGACATGTTGTAAAGTTGCAAACCAAAGATGTCTTGTTTTTGCTTTGATGTAATTTAACTAGCAGTCAG
ATAATTTCCTTAGTATGCAGTTTCTTTACTCCATTATTTTCTAGACCACTGTTTTCATTTAACTTTAAACTTGGAAGGCT
TGTAAAACAGTAGCCTCATGTGAACATTATACCTGATTTTTAAATGATAAAGTTTGGATGTTGATAAAGAACTTGAAG
ACAATTAGCCATTTTGCAGGTTCCTTCTTCCAGCATCACTTATTGTCATCAATGACATCGCTGCTTATTTGGTTGGGTT
TTTCTTTGGAAGAACTCCTTTGATCAAGTTGTCTCCGAAGAAGACTTGGGAAGGCTTCATAGGAGCATCTGTTACGAC
TATTATCTCTGCCTTtGTGGTGAGCAGTCTACCCATTATTTGCAATTGCTCGCAGTTTTCACGTCTCCTTGAG 
 
>SAT-02-A04 
GAAAAATCAAATGTGGAGCAGTTGAGCAAACAAGATCGACCAAATCTTCGAGGTTCTCCTATCTCAGGATAAGAAGG
AGACAAAAAGGGCAAAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAATGAGTGATAGAGAGAATAAAAGGTGGGTTTT
GAGTGTCATTTTTTCGAATAATCTTTAAAAAAGGGGAAAATAAAGAAGAAAGAGAGAATAGAAGCGGTGTGCTGTTA
GTCTGTTTCTTTTCTTCAGGGAAAAAAATGGATGAAATCCATGGAAGGAATGGAGGAGGTCAGTCATACTCTCGGAT
GAGACAAACGGAAATAGAGGGGTTTTGGAAAAAGGGGGTGAGCAAACTGGTAGAACAATCCAGAGAGAGGCGAGA
AAGGAGGCTGGACAATGAGCTATTTCTCCTCCCAACTTAAGCACGTGCAGTCCTCGTGAGTGACGACCATCGTCCAA
CCAATAAAACACAGCCACATCAGCACAACAACCATTCATCTTAACAAATACATTCGTGCTTTTACTATATAGGTAGAT
GAAACACCCAACGAGCATTGCCAAATGCCAATGCCAGCAAAGAATGGATTAGATGCCTCTCCACTAGCGATAATGGT
GGAGTGGATGTTGCTGCGGTATGTTTAGATGTCAAAACAGAGGTGTGGAAAGTTAAGGGAAAAGACATTCAAGCATT
TGTGG 
 
>SAT-12-C03 
ACTTGTGGTATGAATATATTTACAAGCTGGACAAGGTTGCTTACAACAAGCTCCATCCATACACATCATGGATTCCCA
TAACGTGTGTATTACTGTTCTTACTATAGTTGAGCTTTACTATGCAATTTTGTCTCAGTTTATTACTGACATCTCTTTCT
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TTTCTTGCTAGTGTTTACATCTGTTTGCGGAACTTTACCCAGGAGCTTCGAAATTTCTCATTGACTCTATTTGCGTAAG
TCATTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGGTTATGCAGGTGCGCTCGTGTATTTCTGCAAGTTATCAAATTGTTAGGTTTTAA
ATGAGGCCAAGCATTTACTTTCAGGCTTCTCTGATCGTTCCATTGCTTTTATACTAGGTGGCTTGGCAAAATTACTCTA
GAAACTTACATCTCACAGTTCCACATATGGCTGAGGTCCAGTGAGGGTGATAAGGTGTCGGTGGGTGTACAAGTGAA
GTTCTACGGACTATTATTTGCAGTCGACGGAGTGTCGGCAGGAGATCACGCATGGCACATGAGTTGGCTTTGGAGCC
ACCTGTATCCTTATTATGTGATGTTACTTTTCTGCTTTTGCTTTACTCTTATTGTGTAACTGTTACGTGAAATTTATGCT
TTCGCCCCTGTTTACTTACTAAGCATATAGCTTACCCCGTTCCTTTTGTTTTCCTTAGCAGGGG 
 
>SAT-11-D08 
CCCAAAAATGAATTACAGAGAAACAAGTTCTAGAAAAGGATGAAGATTGCACAATGCAATATAAACCATATTCCAGT
TCAGTTTCTCATCTATAAGGAGCACCAGCAAAAGGAATGTACCTTCTCACGTCTTCCAGTGAGAACTGCAGAAGGAA
TTGGGTGCATCTCAGCATGCCTGACAGGATCATACCGCGAGGGGAAGTAGTCCACCTGTAAATTGATATCACATCAG
ATCACCTGACACAAACTAACTAACTTGCAATATGAGGATCTGATGGGAGTAAAAATGGTAGTATTAACATATATAGA
TTGCACATATCAGATAACTTTTTGAGTGCTACTATAATGAACATTCTGCTACTAAGATTGATGTTGATATGCTAAAAT
AATAAATCATTTATTGTTTACCTAGTGCAAGTAAAACAATGTGACACAAGGACAAAATGTGCAATCTGTTGTGGGGG
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACCTCCTCATCTCTGTGCATGAAGTTCATAAAACCGTCACGGTGATTG
TTGTGGTGAGCACACTTGGGGGCGTTGGCGGGTAGCTGCAAATAATTGGGTCCNAGACGGNGCCTCTGCGTGTCAGC
ATAGGAGAAGATACGGGTTTGGAGTAACTTATCATCAGAATAGTGTATTCCTGGCACCACAATAGCAGGGCAGAAAG
CCAGCTGCTCATTCTCATTAAAGAAATTATCAATGTTTCT 
 
>SAT-11-F05 
CGCGGGGGACTACTGGATTGATTGATAATGAAATATCATGAGGTCAAGGTTCATCTGTAAATGTACAATAAGCAAGT
GATCAGACTATAACCATACAGCACTCAAGCAGTCAATGATCAGTCAATATGTGCAATTCATGGAATATTATTATGATG
TATCATCAGTACCAGAATTTTCTTCATGTAGGTTATGTATATTTTTCTTTTCGATTTTCTTTCTCCTTTTTTCTTTGAAAG
ACATAATGCACCAATCAAAGCCCTTTCTTTACTTGATTATTCCAGCCTACAACTTGTGTGTGTGTGCGTGTATATATAT
ATTGGGTTGTTAAACCTATAAATAATTAGGCTACCTAATCTTGATGCATTTTTTCTTGGTTTTTAGTATATTGAGGAAA
GGGGGAATAAAAGTGCCACCAATTAGAGTCTAATAACAGGGCATGATATGATGAAGAAAGGATTAATATATATGTTA
CTCAAGGGCAACTAGCAAACCTTCCTCTCAGCACCTAGTCTTTCGAAAGCCAACCTAGTAGTGCATTGAAGCCGCTTG
AACATCAAAATCTCGCACATTGGTAACCTCTATATCCTTACCTCACATTGGTAACCTCCATATCCTTAGAAAACCAGT
ACCAGTTCTATATCCTTACCTCTTATATCAGTATCAGAA 
 
>SAT-11-E07 
CTTTCTCCTACAGCAAATTTTACTCAAATGTCCTAAATTTCCTTCACCAGTCAATTTCATATATTTTCTTGATTTTCCTA
AGTCCATTAAGCGCTGACTCGTTCTTCTCGTCTGTCCAATTAAGTTTTTTTCAACCGTTTTTATTTCCTTCTTTTCTATCT
TTCTCGTTCTGTCATTAAATCGTCAATTATTTCCATAATTTACTAATTTGGTTTTGGCTTTAATATTTTTTCATATGCTA
ATTCCTCCTCTCTCTCCAATTAAGTTTTTCCTACTCTTCTTATTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTTCTTCTTCTTCTTCTT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACACAAACACATTAATTCACCAACTATTT
TCATGATTTGCTAACTtGGTTTTGTGTtTAAGGTTTTTTCATAGGATTTTTCTAATGGGTAGGCATCCTTTAGCACATCC
AATATTCACCTAACCTATTATGTATATACACATATTAACAATTATTACTTTCTCTTGCATTTATATAATTTTCCTATTTA
ATTTTACCTACTCTCCCTTGTATTTATTTACTTTTCCTAATTAATCTTATATTCCAAAAAATATAACACCTAAGTACCCG
TTAGACAGACCGTTTTTCATATACTAATTATTTTGTTTCAACGTGTTTTTTACACACACTCAAAGGTTCTTTTTACAAAT
ACAACATAATTTAACTCAAACAAACTATAGTTTAAAGGGTTATTATCACTTTACTCCCTTAACATTTAATGCCACTATC
AATTTCTCCCATAACATTACTTTTTGGTCACTACTTT 
 
>SAT-10-C01 
ACCCGGTAGCCAACATCAATAACTAAAAAGGCATGTAGCGAACAGAATCTAAGGGGCGTTAAATGGACTGCCAAGA
AGCAAGATCCATGATGGGCCAACGGGTAGTGCAGGTAAACACATTCACGGGGCTAACTGAAATCTTCCACAACCATC
AAACACTGTTTTCACCATCTTCTCATTGCCGCGCACACCCACACAAAACACCGAAAAAAGGGGAAGGATTCTGCAGG
GTGGAACAAAATGTGGATGCAGGGACAGGGACGAGGGCAGGGATAGGAAAAGGTAACTCTACATGTCTTAGCCTTA
TTAAGAAATCAATAAGCACAGAGGCACAAGAGCTTAACAAAATACGGCATGAGTTTCCCGAAACACACCAAAATAT
GTCATTCAGAGTTGAAACAGGCACATAATAGACCAGTTTGTAAACAGCCACTTGTCTTTGAAATCAAGCTGCTTACAT
GAATAACAAGATACAGCTTGTGTGTGTATGCATGTGAGAGAGAGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GGACCTGCAGCTTCAGTTGCATGTGTTCCAGGTGCTACTCTAATGTCCACCTGGAAAGGAAACAAACATTAATAGGA
TTAGAGAAGTGAAAATGTGTCACCCAAAATACAGAACACGGGCAACAACTATTAAAAAGCTAGCTAACCGCTAGAA
ACTCTTAAAACATTACAGACCGT 
 
>SAT-10-H10 
CTTTTCTAACACGAGATGAATGCAGTGGCTACAGACACTGCTGAGTCCAAAGAAGAAGCCTAGCTTGAAAAGGACTT
GCAGCTATGATTATTACTGCAAGATGTAATAGTGATTCATTTGGACCCATATGAAGATGCCAAAAGATGATAGTCAT
AGTTCCACAATTCCAATTTGATTTCGCTTCGTTGGTCAACAAAAAGGATTGTGATTTACCAACCACTTTATCTCACTGA
CGTAACTGATCAAATGTTGTATTCTGATTAATCAGCAGTGTATTTTCAATTTCTTTTTGAAATAGATATTTCTGTTCTGT
TTTCTTGGACATTATTTTCTGGACTTCTGTTGATTACCTCTCGCTAGCTGGCAACTAGCAACTAACAAAGGTGAGCAG
GAGCTTCTTCACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACTTGGATTTTCTCTCTACGTAGCTAGCTGTCTTTGGATGCATA
TTCATGTAGAGCTGGATGAGTTGGTTTAAATTGCGGTCGTGTTTTGAACCTTTTTGTTTTTTGGTTAGGGTTGTGGGTT
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GTTGGAGACGATGTGTGGATTAATTGACTTGAACACGGTGAACAACGACGACGACGGCNACGGAAGTGAAATGACG
CCTTCTGCTTCGGAGTCGGTGTGTATGGAGCTATGGCACGCTTGTGCCGGG 
 
>SAT-10-E12 
ATCTCGTCTCAAAGGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGTGTCTCTGCTCGCCCACGACTCATCAGGGATCGTTCA
GGTGCAGGTTTCACCGCTCCAATTCTACTGCCTATTTCAAGAGATCAAAGTCCATGCCTGTCCATAACAACAGCCCTT
CTCTTTCTCCCAAATCGGTTGAATCCACATGATCAGGGAGCCCTTGTACTAGTATTAAGTCCTCAATCAATTAATTGCC
TCCTTGTGTGATGATGCCTCTGTTTTTGCATAAACTTCTTGGCAATTTCATGAAAAAAAGGGGCAATATTATATAACT
GCTGCTTTTTCATGGAGCCAGCCAGCATATATATATATATATATATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGACTTTTCT
TGTATATTCTTACGTCTAAGATTGTTGATCAACCGGCAAATATTACCCTGGCTGCCTTTTTACATCCTCGTTTCAGTTT
ATATTTTTCGCAACCTCAGGCATGGTTATTATATAGCACAATCAGTTTTAATATGGATCCTGGATTTCTGCATGACTGC
AATCTCCGTGGAGTCAGATGTTAAAGGTAGAGTACTAGATGCACGCACTTGGGATCCACCTGCCAGTTTGGGTGTGT
AAAGCACGATGGANTGGATTTTGTCCTTTATGTNACTATNAACCTCGATGGATTCAGATCCTCTCCGCTGTGCCTCCC
CCCATAACTCGACGAC 
 
>SAT-11-G03 
CTTGGAGTAAATGCACATAAAGTTTGGAGATTACAACTGATCCAATGTGTCTTTGACTGTTTTAGATTCTCATTGTTTT
TGTAGCATATGTCTATGAATCGCATAATATCTGCAGAGTTTTCAGAAGACTTGACTCTATACTTTACTGTAGCAGGCT
GTGTCAAGTTCAGTGGGTGATGTGCATAAACAGAGAAGTAGTCTTCAATCTCTATTTTGTTATGACAAGGCTGTACCA
GAAGAAATAATTGAGAAGCCAATTGGAATATCTTTGGCTGAGAAAAATATTGGCAATAATCCTCGATGTACTGATTG
CCAAGCCAAAGGTGCTGTCCTTTGCACTACTTGCACTGGTTCTGGTTTGTATATTGACTCTATATTAGAGAGTCAAGG
CATCATTGTGAAAGTTAGATGTCTAGGTAAATTTTTGATCCCTCTGCTCTTTTTCTTTCTCCCTTTTTTGTCCTTTTATTT
TCTTTTTCCTAGAAGGTGATGCAAGCATGCCAAGCATGAACACTCTTATTGAACCTGCTGCACTCTTATATATATATAT
ACATCTGTGTGTGTGTTTGTGTATGTATGTATGTGTGTATTGTTAGTGTATACACTATCACCCTTAGATGTATACTACA
TGTGCAAAAGGTGAAGTTTAAATTCAAATTGGGATTCAGTGGCATAGCATCATGGATGCTAGTGTATATACTGTCAG
GTTT 
 
>SAT-10-B04 
CTGACAGACAACGGACAGCATGCAATGTTGTTATATTGCACCTCTCACCGCTCTCTTATTTTAACCAACGCCACAGTA
TGACACTGTTGCACTCGCACTCCTCCTTACTCCTTAGTCTGACACCTCACTCACTTTCTCTCTTTCTCTCTCACACACCA
CACACACTCACTCACTCACTCACTCTTCCTCTACAATTACAAGAATTTTGTTTGTGGGTTTTTTGTTTTCGCGCCATTTG
AGCCATTGGATCAGAGGTATGACGCTTCTCCAGCACCTTCCTCTAGCATTTAGCCACAGGTGGTCATCTATCCAGTTC
ATCACGCGCTGCCTCCTCTCTTCGTATTTCACTGCTAAAGTTTGGTACTCCGCATCTCGATTCTGAAGTAAGGAAGTTA
TTTCTTCAAATCCTTCATTATATATACATATCAGCTAGTCTCTTCTGTACTTCTATTTTCACTTTCAATTTATTGACCTC
CTCCCGTAGACGGAGGGTCTCCCTACGCCAACCTTCCATGTTCTGTCTCATGTGTTCCCTTAACACTATTAACGTCGAG
ATCTCGTGCATTTGGTCAGCTACTCGATCGGCCAACGCATGAGCCTTCCTAGTTCTGTCCATGGCTCTCTTTAATTCCT
CAAGGTATTTGTCCCTATAGAATCTCTGTCTCTTCCTAAGATAGGCAACATCGCACCCTGTCACATGA 
 
>SAT-10-F04 
ACAAGGTAGAAAGAGAAGATGAGATACCATTGCAGTCTCTCCTCTTGACATGTGTAATACCTTTTTTTGACAAGCGGC
ACATCCCTCATTTCTTTTTTCACTCTGTTTATTTTTTTCTTTTGGGTTCAAAATGAGCCAAAATATCTCTCTCCCCAACG
AGACACAAAATCTAACTATCTTTTTATTCTTAACTATCTATTTTTTCTTTTTTTCCAACACTACTATCCCCTTACTTCTT
ACTCCCTATTCTTTCCATTTTTTTCCCTTTTCTTTTCTCTGGCCTCATCTTGACTTTTATACATGCTTCACTTCCTTCACC
AAAATATCTTTTATCTCACCAACACAACACAACACAACACAACATACAATACCCTACTTCATCTCTTCTTTCCTCTTGA
CGCTACTGCCTTGCTTCCTTATCTCTTTTTTTTCTTCTTCTTTTTCCAAAACTAATGGCATTGAGCCTCTTCCCTCTCTCA
CCGCCACTACCTTCCTCCCTTATTCCCTTTTTTTTTCTTTTTTTCATAACTAATGCACTAAGATTGATTGCTGCTTACTTT
TTATAGGTGATTAATTGTTGAACAAATAGAGAACATTATCAGTCACTCATTTTCTCTGT 
 
>SAT-09-D02 
AAATTCGGAGATATTTACCGTAATTTCCCGTGGAATACTTTCACTATTTCTAACTTTTCTAAATGTCCACAGACCACTC
AAATTCAATTTTACTTGCACCAAAATATGAAACACTAGCAACAATGGTTCCAACTTACAATTTCAAAATTGGAAGATT
GTTCGAGGTTTACAATGCTATTTTTGTTAATTTGTTGTACTTGTTGATTTCCAAATCTATTTTGTATTDTTTGTCATTTA
AWTATTTTCTGCCAYTAGTACAATTTTATGCAATGAAAWTATATTGTTTCTATTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGTTTTTGCATGAACCTGGTCCTTAGTCGTCACAAATCTTTGCTCAACAAAGTATAACCTTTTTCAA
ATAATTTTGTTTTCCACTTACTTTCCCGTTATACCAACGTTCAGTGACCTCTCTCCGTACATGCCCGCATAAGGTTGCT
TTCTGATTCTAACCAGGTTGATACAAATTCCAAGAGAGTGGCATGAATTTTGCAAGGCAAATTCGTGGTTTAGTTTGT
TCTTGTAGACCAATATACTATACACTTTAAAAG 
 
>SAT-02-H11 
ACTGGGTGAGGTCCCAGTCCCATATCCTTCGAAAAAAGATAAATGAACTCATCAGCGTAGGACACGAGAAGTTCACT
CTGGTCTGAGAATGCCAATCCAGTTATCCCTACACGCTTATCACCACGTAAATGAGTGGGACAAAAGAAGTCAACAG
GCTGACCAAAATCAGTTGATTCATTCCATTTATATTTGCGAATATCATAAAGTCGAGCAAATTCATCTGCTCCAGCAA
CAGAAAATAAATTGGGATTTCTTGGATTTATTGCAATTGCATTTAGTTGAACAACTGACAGGAAACTCCTTTCCCTAA
TAGGTTGGCATGTAAAAAGTTCTGTAGCAACTCCAGTCCTCAGGTCAATCTGTTAGAACATTTAGCCAAAAAAGTTCA
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AACAGAGAGGAAGCAATACCATTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GGGGGTTGTTCAGAGAATGGACATAATGGATTAAAACTTACATGCTGAACTAATCCATCTTCACCACAGGTATAAAC
TATATGCGGGCTTCCAGGTTCAATGGCCAGCTTATGAGCTCGTNCGTGATGCTTAGCCAGGAGCCTAGTCTCCACTTT
TNCACGCTCCAGTATCTGAGCRTGTCTAACCTATATAGACAAATGCCCTTGATAAGAAAATCCATTAGAGTNTCTANA
TAAGTATCAAAAAGACTTGTATGTCTTCATTGTTGAGCAAACTGATTGT 
 
>SAT-10-D05a 
CTTAGCAAGCAAGCAGGGGCAAAATGGTAATTTCGCATCGAGTCAGACATTTATGCCGCTAATATATCAAAATGAAA
GCAACAATAACAATAAAAGCAAAAGTGACAAAACAATGCAAGGATACGAATTGGCTCCAAAGCCAAGTCGTTCGCC
ATGCGTGATTACCTGTCGACCCTCCATCGATCACAAGAAAAGGTCCGTAGAACTCCACTTTCTTCCTTCGACCACCTA
ACACCCACTCTGGCCAGTATCCACACACACACACAAATGGCTCGAGTTTCGAATCATATTCGAATTGTATTCACGAAG
TTGGTGATCTTAAGGATAGTTTGGACTAACTTCGACCAAGCCCTAACTGGCTCGAATAGTCCGTCTAGTCCTTTAGAT
CGGACCCACACATTGCTTCACATCACACACACACAAATAGTCACCCCGAGCCACATGCTCCAGGGGTTCAGTCCCAA
TACATTTCATATGTCATAATTCATCTCAATTACAAGTACATATTAGGGTTTAGGTCGAGTGAGATAAAGTACACGCTC
ACCTAAGCACCCTTATATCACATACAATTCACATTGGTGACTTTAATACATAACACATAAACACCCCGTTACTTACGT
AGAGTCCAAGGGTAGACAAAAAAAAGGCACGTGGTCAAATTCGACCGTCAGTGGGTCCTACCGTCTCCGTTCACCTC
GTCACCGTCTGTGACAGAAGATTGAGTCAT 
 
>SAT-10-C04 
ACAAATTAGACGTCAAAACTGAAATAGTAACTTGTGATTTGGTGAGGATGGATAGCTTATATTAAGTAGCTGTATGTC
TGGTGCTGTAGGTAACTTAGACTCTTAGACTTTAACAGCACTGATTAGCTGACAACCTAGTTCATGAAAAAGTGATAC
CCAGTAGGTTCCTTTCCATCAATCAGTAGACAGTTTGATCTCAAGTGATTCAGTCAGTCAGCTGGACCAATGTATTTG
AGCTGAGTCAGATATTGCTACTTGTATGAGATATGATCTTTTCATCTTCTGAACTATAGCCATTTTTGGCTTTGCCAAC
ATTCTTCTTATTGGTGATTCTTATGTCAGATTGATGAGAATGTGCAAAGAGAAATAATCAACCACAGATCACTGAGGC
ATCCCAACATTGTCCGATTTAAAGAGGTAAATGCACTTTGAGATAGTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCCCCCCCCCC
CCACCAAATACACACACACACACACACTGTTTGTGCATATTTATAATTATATTTATAATACATATAGATTTGGAAGTG
GTAGGGTGCGTGTAAGGTTTTTGAATTATTTAAGCATTAACCTTGTGGTTATGATGTTACTATAGGTCATATTGACTCC
AACCCACCTGGCTATTGTGATGGAATATGCCTCGGGAGGAGAGCTCTTTGAGCGAATCTGCAATGCTGG 
 
>SAT-14-E10 
CCTCCAGGTAATACATGCTGCCAAGCATGAGATGTCTTGATGACCTTGAGATGATGCTTGAGATGATGGTATATTCAT
TGACTAGCCAGAACGGTTGAGGGAAAAGGGGATTCCCTCCCCCCCCCGGCGCAACACACACACATACACACATCTGC
AATCGAATCGTGGATTTGGAGCAGGATATGTCATAAAAGGCAAACAGCAACCATCCGTCAAGTCACTAAACTAGGAA
AAGTTGTTTGTTAATTAAGTTTAATGCTTAGCCATTTATTCATGTGCTTTCCACTACTAGAGCTCCAAAAAAGAACTAA
TTACGCAAATTGCCTGCTAAACTTGGTCTTAAGAGTATCAATCCACTGGGTCCTCTCCTCAACACTTAAAAATATTTG
ATGGATGACTACAAAATCCCTGCTACTTATCATTCAAAGCAGATCCACTGCCAAACTTTCCATCTAAAAGCAACTGCA
AAAGAGTCAACATCCGACTTAACATTTGAAAGAAAAAATAAAATAAAATAAAACCTAACAAGAGTTGATTGAGTCA
GGCAAATACAGCCCTAAACAAAAGAAAGTATAAAGATAAAAAATAAAACATAAAAATGGTAGAGGGACTCTACAGC
TAGTTGAAACGCACTTC 
 
>SAT-09-C05 
GACTACCTCCACAAGGCTTGAAATAATGGCACTACCACATCTTTCTGTTGTCCTATAAATTTGATAGCCAGTCACAAT
CTGCAGAATAACTTGTGATTTTCTTGGAGCCAATAATTTACACACACACACACACACAAACTTTGGCTTGATATAACG
TTAATTTGGCAAAATCATCTTAAAATTGAATAGAATGATGCAAAGTTCATGGATAACATTAGAATCAGTACGTACAA
GAATAGCCCCTTTCATACTTCCGTGTGCTCTGTTAAGCACAAGGTCAAAAGAACATATAAGAATTTTCAGCTCAAGGA
CCTAACAAGAATCTTCAATTTGTGATGAGACTAAATTAAAGTGTACAACACAAAGAATGAGAAAGAGAGGAAAAAA
ACATGTAAGGATGCTAAGGTAGGCGTGGAAATTTTGAAAAATTTGGTGGTCTGTGTTGCAAGTAGGCATTCTTCCCCT
CGTTACCTTCCTCAGTTCCGTAAAATATCAGGGTTGCATTTCCTCCAAGCTCCTGCATCGCAGATACAAGTTGTAAAT
CAGAAAACATTGATTCAGTGAAGCATTGGCTATCTCTTTCCTGCAACTCGAC 
 
>SAT-09-E04 
GCAGCATTCGAAGATGGAAAAGGACCGAGTATATGCGATACTTATATCCACAAATATCCAGGTCTCTCTTCTCTCTCT
CTTCTCTCTCTCTCAATAACAATTCTATAACTCAAAAAAATAACCAAAAAGAACCCAAAATTCCAATGATATTAAAAG
AATGACAAAGTTTTCAATCACATTTATGATCACATACCACTTGTGCTTGCTGCAGAGAGAATAAGAGATCGCAGCAA
TGGGGATGTGGCCGATGATTTTTATCATCGTTACAAGGTCTGGGTATACAATAATTAATGAATCAGATCAATGGACTA
TATTCGATTGT 
 
>SAT-12-C11b 
CTTCTTTGACTATTTTCCCTTAACTATAGCATAATATGGTATTAGGGTAAAGGGTAGCATTAAAAAGGGATAATATCN
TCTNCACAAGGGANNCANATGAGAAGTTACATCATCTACANATATATATATGTGTGTGTATGTATGTATATATATATG
TACATATGTATGTATATATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATATGTATGTGTGTGTGTGCGTGTGT
TAGGGTAAAAGCTTTCCGGCTGTACTTCTTTGACTATTTTCCCTTAACTATTGCATAATCTGGTATTAGGGTAAAGGGT
AGCATTAAAAAGGGATAATATCATAAACCTCCCTTGAGATTTCTCCTAGTATCACTTGACCCCTAATAATTGTAAAAA
GACTATTNATATTAACCCCTCACTTGNTACATAATTCATATATCAAANAAATGGAG 
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>SAT-12-E11 
ACAAGTCACACCTGATCAAGATAAAGATATAATCAGAGTGTTGTCTCTCGATCTAGCTCCGATGCTAAAATCAATTAT
GTAAGAAATCAAGAGTAAAAGCAACACTAGTTGGACTAAAGTTATGAGCAAGAGAGAAATTAAAGCCAAAATCCTC
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCACAAAGGGAGGGGAGTATTTATAGTAA
GAAAACTGACGAGGAATGGTGGAACCTACTATTTGTTACCTGCAAGGAATCAGCTTATGATGGCGGTGTCAGAGGTA
GGTCTGGGTATAACAGCGGTAACAGTCATATCAACTAATCTGACACTAGTCAAGCTTGTAAGTATCAGACGCCAAGT
AACCAGACAGACCCAATCGACTGAGGTGAACTCATCTCGAGAGGGCAAAGATGAGAATAAACACCAAGATAGCCGA
AGTGATCACCTCGACCTAAAACGTGTTGGATCGGTCATCTCAGCGATGAGTCGAGCCGAGAAAGCCGAGGTGAGCGT
CCACATGGAGCAATGGGGAACTTGGCTGTTTTTTCAGTCTAGTCATCTTCCCTTTTTGAGTAGAGGAAATTCAGATTA
TGGTTATTTTCCCATCTTCTACAGGGTGGAATTGGGATCGATGT 
 
>SAT-10-E06 
ACCATCTCTAAGGGAGAACCAATTACACCAAGAGGAAGCTTCATGCTACCGACACGACGAGTTCCATAAATAAACCC
AGGTCTCAGTATTACTCCTAACACAAAGAAAAACAAAGCAAGATTTAGATCAATGAGTTGCAGATAACTCGTCCAAA
TGCCAAATGGATTATGCAATATGATAATCAGGGATATGCGATCAAAGAAAAAAAATAATAAAATGCATATAATCAAT
AATGTGCAGTCCTACTCAAAAAAGGTCAACCAGTCTTGTGTGTCTGTGTTTGTGCATATGTGAGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCACTCAGACTAGGGAAAA
GGAGTTGGTAACAATATTTAGTTTCAGGATTGAAAGGTTTAAGCATCAATGATATTGTGCACCATCATGTCCTTAATC
AATGCATAATTTTTAGAACAAGAGCATGGTAACATACCTCCATATGTGTATCTGGTCAGTAGTTCTGTTTCAGCAGCT
CTCTGCATCATATGATACGGAACAGAAATTTATGAGAAAACAAACACGCAATTCCACAAATGAAATTTCACAATCCA
TCTTTCTAATCAACTGTAACATAGCGACATGCTGGTGAACTAAAATTAATGAGTTGAAATGTTCAACTAACCATACAT
ACTCCAAACAACTGACACGACAAGACAAACTCAAAAGTAAACAAGTGAAGAAGATCAAGTCCAAAGTCATGACTTT
GCGCTCGT 
 
>9TG38 
CAAGCAAAAGTAGAGCCCTGTTTTTATTAGATGGAAATAAACAATGTAAAAGTAAGTACAAAGAAACTAGCCGGGA
AAAGAGAGCCCTCTTCTTGAGGCAATATATGCTGCTCTCTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
ATATTCCCTCCTTAGGGTACATTTCTCACTTCACAATTTCACTCTCTGCTGTCTTTGTTTTGTATTTCAGTTTGTGTGCT
AGAGGAAGTGCAAGAGATACTCAAAAAATGCTTACCAGGAAGCCAAGAATTGTGATAATTCGCACTGAGTCCAGAA
TTCCTCAGCCCGG 
 
>7TG6 
AAGAGATTCACAGAACTTAATCGGACGAAATGTGCACTAGTCAAGGTCAAGGAACTCGATTAATCCTATCTTTAAAT
CTAGACAAGCGAAGGAATACACACACACACACACACACATACCCGGCATGATAGGGCCAAGCAGCGCTCGGAGGAG
GAGAAATGACACCTGCAGCTCCTTTCTTTGCCATGGAAGCTGCCCTCATCAAGGCACCAGCAGACCAAAACCTCATC
CTGGCAAGATTTTCCAAAGTATTGCGCCTGACAAACAAAAACGAAATAA 
 
>8TG27 
AACTAATAATCTCACATCGATGATAGTATATATACAAATAGAAACGTACACAGAAATGTAATCCTCTATTTCTATGGC
AAGTATTTGAATAATTGCACTAAAGTATGAAGTCTAGGTTGCCCTGTCTTTCTTCCACCGTTCTGACTTCTATACATAA
CTACTAAAAAAAATGACATCTATTCCTCTCTGTTCATGAAAGCAAGAAGGAAAACTCACACACAGAATCGCACAGGC
ACACTACAAAACCCGCACACACACACACTCACTCACTCACTCACTCACACACACACCATATCTGCTATCTATGTTGCT
GCAGAACTTCTGATCGGCACTCAACTATATCAAGAACAGCTATCCAGGAAAAAAAAAACCATTAAATTTTTTC 
 
>10TG25 
CAGTGCCAATTACTTCTGCAGGCCATTAGCAATAGATTTTATACCAATACCTATGGAATTTTAATACATTCACTAAGG
GATCGACGCATGGATCGATGCACTCGAGGAGCTGGGAGATGCATACCAGTAGATCAAGGGCAGTCAGTACAAGGAG
GCATTTTTGTGAAACCTGTGTCCCTCCCGTTGCTCCTTCCTCAAGCTGTCGGCTAGTGAAAGGAAACTTCTGCCTGGA
AAATCTGCTGCTGCTGCATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGGGGTACGCATTGTTTACAGTAGACACATTCCGCCCA
TTCATTGTGTGATGTACCTCAAAGGTTGTCAGCCAATCAGA 
 
>9TG100 
TTATCCTGTTTTCAGACAGAAAGAATGGGGTTCATGTGTTTCCTTGAACTGCCAACCACAGAGATGGATGAAAGACA
CATGACTAGACATGCTGACATACATACACAGCCCCTCAACCAAACACACAGACACACACACACACGCAATCACAGCA
CACACTACCCCAACAGACGGACACACACTACTCTGTCAGTTGGAGGGAAACCAATGTAGCATAC 
 
>8TG9 
GGCAGTATTGATCAACCTTAGCAAGAGGGCACCCTACCTCATAAAACTTATTACCATTGTTGGAACAAACATTATGCA
ATCAACAGTTAAGGATTTGTTACATTGTCCAAAAACTGAACAACTGGAAAAAGATGTAACCTGGATGTATATATATA
TAGACACACACACACACACACACACACACACACATATATATATATCAATAACAACAAAAAACAATGTCCTCATTGAA
CCAAACCTTTGCT 
 
>SAT-09-D03 
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CTTTGTCATTCTTGCCACCACGCAATCTTCAGCAAGACTGCTATCTTTGTGGGTTTGAGCCAATAAATTTGCTTTGGAC
AAAATAAGTAAATTTGTCCATTTATTGTTGGTTTTGGATGAGTGCCTTAGGATCTATAGGCTTCTAACATTCCATAATC
TATCTCCCTGTCTCCAAATTAACTACGGTTTTGCAACAAAAGTAGCACCTAAGATCTCCTATTTAACGAGTGTTCACT
AGGCATTTGTTAACCAAACATCTTCTCTTAAAACCATTTTAAATTGTTTTACCCAGTCTGAATTTCAATGCAGTATGGT
GACTGTTTTTTCCTTGCATAAATTGTTCCAAATTTATGTAGTGTTCCCCCGACTATGGTTATGGTCCTAGTGGTTTCCC
AGCATGGGGCATTGAGCCTAACTCTGTTCTGGTTTTCGAGATTGAAGTATTGGGTGTTCAGTAATTAGTGGCTCTGAT
GCTGCGGGTGGCCGATGGTAGACATCTGATGTAGAGTCCTTCAGCAGTGGGTGTTAGTTAATTATAGTTTGTATTTTT
ATCTGAATAAAAAGGCTTCGAGCTCTTCAGCCTGCCGCCCGATGTAGAATGCTTTAGCAGTGGGTGTTACTCTGTAAC
TGGTGCCGAAATTGCAGCCTCCTCTCCTCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAGATTAAAAATGGATATTATGGTTT
CCTAATCGCTTTATAGTAGT 
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4 Conclusioni 
La prima parte del mio progetto di ricerca è stata rivolta alla determinazione di metodi 
molecolari per la distinzione delle due specie di caffè più importanti dal punto di vista 
commerciale, vale a dire Coffea arabica (caffè Arabica) e Coffea canephora (caffè Robusta). In 
particolare, sono stati sviluppati due metodi: il primo è basato su un’EST (Expressed Sequence 
Tag) e prevede l’amplificazione di un locus di un gene che in C. arabica dà due bande (di 230 e 
260 bp), mentre in C. canephora presenta una singola banda (260 bp). In questo caso, la 
differenza di dimensioni dei frammenti è dovuta ad un’inserzione di 30 bp. Il secondo metodo è 
invece basato su un locus presente nel genoma plastidiale, in cui è contenuta una sequenza 
ripetuta lunga 32 bp (minisatellite). Il monomero di questo minisatellite è ripetuto 2, 3 o 4 volte 
in diverse varietà di Coffea arabica dando amplificati rispettivamente di 137, 169 e 201 bp, 
mentre è presente sempre in singola copia in Coffea canephora, dando un amplificato di 105 bp. 
La seconda parte di questa tesi aveva invece lo scopo di analizzare diverse varietà di C. arabica 
utilizzando i microsatelliti come marcatori molecolari. Sono state considerateto 41 coppie di 
primers che hanno dato luogo, in modo non equivocabile, a polimorfismi di lunghezza. Di 
questi microsatelliti, ne sono stati scelti dodici che hanno mostrato un più elevato grado di 
polimorfismo e sono stati impiegati per caratterizzare i campioni commerciali di Coffea arabica 
presenti nella nostra banca dati (29 varietà pure, 14 ibridi interspecifici e 96 piante etiopi), 
provenienti da America, Africa ed India, i paesi maggiori produttori di caffè. I 12 microsatelliti 
presentano valori degli indici di diversità genetica più elevati rispetto a quelli calcolati fino ad 
ora in altri lavori sia per specie di Coffea, sia per varietà di Arabica, dato che indica la loro 
elevata informatività. L’albero fenetico disegnato raggruppa le piante in domini che 
corrispondono per lo più alle loro origini geografiche e genealogiche. Questi microsatelliti sono 
in grado di differenziare tutte le varietà commerciali analizzate ed i risultati provano, per la 
prima volta, l’esistenza di un’elevata variabilità genetica all’interno di campioni commerciali di 
C. arabica e la confermano soprattutto all’interno delle piante con provenienza etiope. Infatti, 
l’Etiopia è il luogo dove questa specie ha avuto origine e dove ci si aspetta quindi una maggiore 
variabilità genetica. La variabilità genetica all’interno di popolazioni etiopi è stata studiata in 
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precedenza utilizzando marcatori genetici diversi dai microsatelliti (Aga e Bryngelsson, 2005; 
Aga et al., 2003 e 2005). 
Questi risultati hanno importanti applicazioni soprattutto nell’ambito dell’adulterazione 
alimentare che in molti casi colpisce anche il caffè, che può essere anche venduto con 
un’etichettatura che non descrive correttamente l’identità del prodotto. Le vere e proprie frodi 
alimentari che vengono compiute in questo caso riguardano la contaminazione di caffè venduti 
come Arabica 100% con caffè Robusta, la sostituzione con altri componenti quali cicoria, 
tamarindo, semi di datteri e cereali, l’aggiunta di varietà meno pregiate nel caso degli specialty 
coffees, ecc. 
Le considerazioni fino a qui presentate permettono di capire quanto sia importante mettere a 
punto questi sistemi di identificazione e verifica, soprattutto dal momento che nel caso del caffè 
non esistono praticamente lavori che affrontino queste problematiche dal punto di vista 
genetico. 
In futuro, anche se il lavoro è stato già iniziato, si cercherà di mettere a punto un metodo di 
estrazione di DNA da caffè tostato, al fine di analizzare i campioni a qualsiasi stadio di 
lavorazione, dalla pianta alla bevanda. Questa procedura è complicata dal fatto che il caffè 
subisce trattamenti a temperature molto elevate nel processo di tostatura, che causano la 
denaturazione del DNA, che quindi non risulta di qualità sufficientemente alta per essere 
utilizzato nella reazione di PCR. Inoltre, si metteranno a punto sistemi per identificare anche le 
altre specie vegetali utilizzate come contaminanti. 
Lo scopo è quello di introdurre ciò che già da tempo viene fatto per altri alimenti e che assume 
sempre maggiore importanza, ossia dei possibili metodi e strumenti per una possibile 
certificazione del caffè (per provenienza, varietà, ecc).  
Infine, anche la banca dati contenente le varietà di C. arabica verrà con il tempo ampliata ed 
aggiornata, aumentando anche il numero di sistemi utilizzati per l’analisi. 
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